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RESUMO 
 
 
No Brasil, existem vários animais de importância médica, as aranhas do gênero 
Loxosceles e as lagartas do gênero Lonomia em especial apresentam índices 
alarmantes de acidentes com humanos. Esses animais peçonhentos e 
traumatizantes podem provocar morbidez importante e algumas vezes mortalidade 
em humanos.  Após a picada da aranha marrom (Loxosceles intermedia), as vítimas 
apresentam lesões cutâneas necróticas ao redor da picada e, em menor freqüência, 
sinais sistêmicos tais como insuficiência renal, coagulação intravascular disseminada 
e hemólise. Enquanto, o contato acidental com as cerdas pontiagudas contendo o 
veneno da lagarta (Lonomia obliqua) leva a dor em queimação, edema, eritema e 
em alguns casos hemorragias, hemólise e insuficiência renal. Neste presente 
trabalho, nós caracterizamos bioquímica e biologicamente seis isoformas 
recombinantes e uma isoforma mutada de fosfolipase-D presentes no veneno de 
Loxosceles intermedia. O tratamento de eritrócitos provenientes de sangue humano 
com as toxinas induziu experimentalmente hemólise direta de modo concentração- e 
tempo-dependentes. Os eritrócitos expostos à toxina fosfolipase-D recombinante 
apresentaram alterações morfológicas no tamanho e na forma, agregação dos lipid 
rafts e externalização de fosfatidilserina. A lise direta dos eritrócitos induzida pela 
fosfolipase-D recombinante depende da espécie do animal testado, já que eritrócitos 
obtidos a partir de humanos, de coelhos e de carneiros sofreram hemólise em uma 
porcentagem muito superior do que a observada com eritrócitos de cavalo. Em 
ensaios de microscopia confocal e imunofluorescência indireta, bem como em 
citometria de fluxo, utilizando uma toxina fluorescente recombinante GFP-
fosfolipase-D mostraram a ligação direta da toxina à membrana dos eritrócitos 
humanos. Além disso, observou-se que está enzima promove a hidrólise de 
fosfolipídios como a esfingomielina e lisofosfatidilcolina da membrana dos eritrócitos, 
formando ácido lisofosfatídico e ceramida-1-fosfato respectivamente, que são 
capazes de ativar uma série de enzimas intracelulares que culminam na morte e 
ruptura dos eritrócitos. Além disso, o tratamento com a fosfolipase-D recombinante 
estimula o influxo de cálcio detectado através de uma sonda fluorescente sensível 
ao cálcio (Fluo-4). Este influxo de cálcio mostrou ser mediado por canais de cálcio 
do tipo-L. Fazendo o uso de alguns inibidores sugere-se duas possíveis vias que 
explicam a hemólise induzida pela fosfolipase-D. A primeira através da formação de 
ácido lisofosfatídico e ativação dos receptores LPA1/LPA3 acoplados a proteína G e 
a segunda pela formação de ceramida-1-fosfato e da sua interconversão em 
ceramida, esfingosina e esfingosina-1-fosfato. Desse modo, os resultados aqui 
descritos fornecem evidências de que as fosfolipases-D do veneno de L. intermedia 
desencadeiam a hemólise direta sobre de eritrócitos humanos de maneira 
dependente da atividade catalítica e que a ruptura das células ocorre com a 
formação de metabolitos bioativos que ativam cascatas de sinalização. Por fim, foi 
clonada uma nova fosfolipase A2 presente nas cerdas de Lonomia obliqua. Esta 
nova toxina foi parcialmente caracterizada, porém futuramente será feita uma 
avaliação mais aprofundada das suas características bioquímicas, estruturais e 
biológicas. Logo, esse estudo sobre as fosfolipases presente nos venenos de 
Loxosceles intermedia e de Lonomia obliqua pode auxiliar o melhor entendimento 
dos efeitos fisiopatológicos desenvolvidos nos acidentes com esses animais, assim 
como para o desenvolvimento de novas manobras terapêuticas e aplicações 
biotecnológicas e industriais. 
xv 
ABSTRACT 
 
 
In Brazil, there are several animals of medical importance, the spider of the genus 
Loxosceles and caterpillars of the genus Lonomia have particularly alarming rates of 
accidents with humans. These traumatic and venomous animals may provoke 
important morbidity and sometimes mortality in humans. After the bite of the brown 
spider (Loxosceles intermedia), can occur necrotic skin lesions around the bite and, 
less frequently, systemic signs such as renal failure, disseminated intravascular 
coagulation and hemolysis. While accidental contact with sharp bristles containing 
the poison of a caterpillar (Lonomia obliqua) leads to burning pain, swelling, redness 
and sometimes bleeding, hemolysis and renal failure. In this work, we characterized 
biochemical and biologically six recombinant isoforms and a mutated isoform of 
phospholipase-D present in the venom of Loxosceles intermedia. Treatment of 
erythrocytes from human blood with toxins experimentally induced hemolysis so 
concentration-and time-dependent. Erythrocytes exposed to the toxin recombinant 
phospholipase-D showed morphological changes in size and shape, aggregation of 
lipid rafts and externalization of phosphatidylserine. The direct lysis of erythrocytes 
induced by recombinant phospholipase-D depends on the species of animal tested, 
since red blood cells obtained from human, rabbit and sheep suffered hemolysis in a 
much higher percentage than that observed with horse erythrocytes. In studies of 
indirect immunofluorescence and confocal microscopy and flow cytometry, using a 
recombinant GFP-fluorescent toxin phospholipase-D showed the direct connection of 
the toxin to the membrane of human erythrocytes. In addition, we observed that this 
enzyme promotes the hydrolysis of phospholipids such as sphingomyelin and 
lysophosphatidylcholine erythrocyte membrane, forming lysophosphatidic acid and 
ceramide-1-phosphate respectively, which are capable of activating a number of 
intracellular enzymes that culminate in the death and rupture of red blood cells. In 
addition, treatment with recombinant phospholipase-D stimulates the influx of calcium 
detected by a calcium-sensitive fluorescent probe (Fluo-4). This influx of calcium was 
shown to be mediated by calcium channel L-type. Making use of some inhibitors 
suggests that two possible ways to explain the hemolysis induced by phospholipase-
D. The first through the formation of lysophosphatidic acid LPA1/LPA3 and activation 
of receptors coupled to G protein and second by the formation of ceramide-1-
phosphate and its interconversion of ceramide, sphingosine and sphingosine-1-
phosphate. Thus, the results described here provide evidence that phospholipase-D 
from the venom of L. intermedia trigger directly on hemolysis of human erythrocytes 
in a manner dependent on the catalytic activity and that disruption of the cells occurs 
with the formation of bioactive metabolites that activate signaling cascades. Finally, 
we cloned a new phospholipase A2 present in Lonomia obliqua bristles. This new 
toxin has been partially characterized, but the future will be a further evaluation of its 
biochemical, structural and biological characteristics. Therefore, this study on 
phospholipases present in the venoms of Loxosceles intermedia and Lonomia 
obliqua can help better understand the pathophysiological effects developed in 
accidents with these animals, as well as the development of new therapeutic 
maneuvers and industrial and biotechnological applications. 
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1. INTRODUÇÃO 
 
As fosfolipases são uma família de enzimas capazes de hidrolisar ligações 
éster de fosfolipídeos e são encontradas em diversas fontes biológicas, incluindo os 
organismos procarioticos e eucarioticos. As fosfolipases compreendem dois tipos: as 
esterases alifáticas que compreendem as fosfolipases A1 (PLA1), fosfolipases A2  
(PLA2) e fosfolipases B (PLB) e as fosfodiesterases que compreendem as 
fosfolipases C (PLC) e fosfolipases D (PLD) . Elas promovem a hidrólise dos 
fosfolipidios com a liberação de produtos bioativos como por exemplo,  ácidos 
graxos e diacilglicerol ou ácido fosfatídico, quando hidrolisam a fosfatidilcolina 
(Roberts, 1996) (Figura 1).  
As PLA1 e as PLA2 catalisam a hidrólise nas posições sn-1 e sn-2, 
respectivamente, das ligações éster 1,2-diacil-3-sn-glicerofosfolipídios, convertendo 
esses substratos em seus compostos “Liso”, com a liberação de ácidos graxos como 
ácido araquidônico, que é um importante substrato para a produção de 
prostaglandinas e leucotrienos (Martins, Alves et al., 2009). As PLB conseguem 
catalisar a hidrólise nas posições sn-1 e sn-2, simultaneamente (Kohler, Brenot et 
al., 2006). As PLC por sua vez, são enzimas que fazem a clivagem de fosfolipídios 
imediatamente antes do grupo fosfato, enquanto as PLD promovem a clivagem de 
fosfolipídios imediatamente após o grupo fosfato, podendo gerar ceramida e 
ceramida-1-fosfato respectivamente, quando promovem a degradação da 
esfingomielina (Kohler, Brenot et al., 2006). 
Essas fosfolipases além de promoverem a liberação de mensageiros 
inflamatórios, também são capazes de romper vários tipos de membranas 
biológicas, levando à formação de poros e/ou lise celular (Monteiro, Romao et al., 
2009). Na figura 2 estão ilustrados alguns fosfolipídios presentes na membrana 
celular que podem ser hidrolisados por essas fosfolipases. 
Em geral as células são definidas pela presença de uma barreira física 
promovida pela membrana, uma bicamada lipídica, a qual separa o interior das 
célula do meio exterior. Porém, as células necessitam se comunicar entre si e com o 
ambiente e isso ocorre através de mensageiros extracelulares e intracelulares. 
Porém, os mensageiros químicos solúveis em água não podem atravessar as 
membranas celulares, assim que suas mensagens devem ser transmitidas através 
da membrana. Já os mensageiros lipossolúveis podem atravessar as membranas 
  
celulares e se comunicam diretamente
receptores intracelulares
mensageiros promovem a transdução
processos fisiológicos e patológicos 
 
 
Figura 1: Locais de destino das clivagens promovidas 
partir de Chaves
 
 
 com o conteúdo da célula
. Dessa forma, as fosfolipases através da liberação desses 
 de sinal, a qual possui papel
(Eyster, 2007) .  
pelas fosfolipases
-Moreira et al., 2011b. 
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 por ligação a 
 fundamental em 
 
. Modificado a 
  
Figura 2: Estruturas
fosfolipídio
(C) estrutura
lipídios são
graxo são mostrados em
hidrofóbicas
a partir de 
 
 
 
Alguns exemplos de vias de transdução de sinal por meio de metabolitos 
lipídicos estão ilustrados na figura 3. Em especial os gerados
da fosfatidilcolina e da esfingomielina pelas fosfolipases citadas anteriormente
 A presença de uma
ao ácido araquidônico (AA
de uma fosfolipase D com esfingomiel
outro importante mediador de processos inflamatórios 
Lamour e Chalfant, 2005; Hinkovska
Galcheva, Vanway et al., 2008; 
 
 de alguns lipidios presentes em membrana
 (especificamente, fosfatidilinositol). (B) a estrutura 
 da ceramida. (D) A estrutura do colesterol
 designados como "R" e são exibidos em vermelho
 azul. As estruturas são orientadas
 para o alto e com os grupos da cabeça polar
Eyster, 2007. 
 por meio da hidrólise 
 fosfolipase A2 em contato com fosfatidilcolina
) importante agente pró-inflamatório. Enquanto a presença 
ina dá origem à ceramida
(Pettus, Chalfant
-Galcheva, Clark et al., 2008; Hinkovska
Arana, Gangoiti et al., 2010). 
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. (A) A estrutura de um 
da esfingomielina. 
. Os ácidos graxos nos 
. Cadeias de ácido 
 com as regiões 
 para baixo. Modificado 
. 
 dá origem 
-1-fosfato (C1P) 
 et al., 2004; 
-
  
Figura 3: A inter
metabólitos lipídicos, discutidos no texto.
fosfolipase C; (PLD) fosfolipase D; (LPC) lisofosfatidilcolina; (COX) 
ciclooxigenase
ácido hidroxieicosatetraenóicos, (Hode) ácido hidroxioctadecadienóico, 
(HPETE) ácido hidroxiperoxieicosatetraenóico; (Eets) ácidos eicosatrienóicos; 
(PAF) fator de ativação plaquetária; (PA) ácido fo
(IP3) inositol (1,4,5)
fosfatidilinositol (4,5) 
(PI5K) fosfatidilinositol 5
ceramida
Modificado a partir de Eyster, 2007.
 
 
 
Algumas dessas
venenos, e serão discutidas aqui
contato acidental (Chaves
al., 2011).  
A hemólise intravascular
envenenados por abelhas e vespas 
aranhas (De Roodt, Salomon
escorpiões (Valdez-Cruz, Davila
2009) e serpentes (Gibly, Walter
venenos desses animais peçonhentos (Figura 4), 
efeitos farmacológicos e tóxicos que afetam os sistemas biológicos das vítimas 
Paula, Castro et al., 2009)
estrutura primária conservada, as fosfolipases podem apresentar efeitos biológicos 
diferentes, tais como miotoxicidade, hemotoxicidade, nefrotoxicidade e 
neurotoxicidade, que contribuem para os sintomas do envenenamento 
Castro et al., 2009). 
-relação e interconversão das vias de sinalização através de 
 (PLA2) fosfolipase A
, (LOX) lipoxigenase; (CYP2C) citocromo P
sfatídico; (DAG) diacilglicerol; 
-trifosfato, PI (4) P, fosfatidilinositol (4)
- bisfosfato; PI P3 (3,4,5), fosfatidilinositol (3,4,5)
-quinase, (PI3K) fosfatidilinositol 3
-1-fosfato; (S1P) esfingosina-1-fosfato; (SPC) efingosilfosforylcolina. 
 
 fosfolipases são de origem animal, estando presente em 
 devido à sua capacidade de induzir
-Moreira, Alvarenga et al., 2011; Chaves
 é um sintoma grave e pode aparecer
(Daher Ede, Da Silva Junior
 et al., 2002), lagartas (Malaque, Andrade
 et al., 2004), anêmonas (Alvarez, Mancheno
 et al., 1998). As fosfolipases presentes nos 
podem deflagrar uma variedade de 
. Apesar de algumas características comuns, tais como a 
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2; (PLC) 
-450 2C, (HETE) 
-fosfato; PI (4 , 5) P2, 
-trifosfato; 
-quinase; (C1P) 
 hemólise após 
-Moreira, Souza et 
 em pacientes 
 et al., 2003), 
 et al., 2006), 
 et al., 
(De 
(De Paula, 
  
Figura 4: Ilustração de animais peçonhentos que apresentam atividade fosfolipásica 
em seus venenos.
encontrada. Modificada a partir de
 
 
Devido à simplicidade de isolar essas enzimas, a sua estabilidade funcional, 
devido ao alto teor de pontes dissulfeto, seus efeitos enzimáticos, tóxicos e/ou 
farmacológicos, as fosfolipases têm atraído pesquisadores para analisar a sua 
relação estrutura/atividade. Nesta tese de doutorado foram 
aspectos diversos, estruturais e bioquímicos 
aranha Loxosceles intermedia
lagarta Lonomia obliqua
interação com seus receptores, os inibidores utilizados em estudos de relação 
estrutura-função, salientando igualmente o mecanismo de ação e o papel dos seus 
principais metabólitos, para caracterizar ess
processo de envenenamento por esses animais. 
 Podemos observar que as fosfolipases A
 Sarikaya, 2011. 
elaborada
da fosfolipase-D presente no veneno da 
 e da fosfolipase A2 presente veneno das cerdas da 
, incluindo suas características biológicas e estruturais, a 
as importantes enzimas envolvidas no 
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2 é a família mais 
s revisão dos 
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O objetivo principal deste trabalho foi avaliar a atividade biológica de 
algumas toxinas com atividade fosfolipásica presente em veneno de L. intermedia e 
L. obliqua. Para tanto, utilizou-se toxinas recombinantes, cujos clones foram obtidos 
a partir de biblioteca de cDNA da glândula de veneno de L. intermedia e de 
biblioteca de cDNA das cerdas de Lonomia obliqua. Os dados desse estudo foram 
importantes para melhor compreensão do evento biológico observado nos acidentes 
com esses animais, além de propiciar novas informações sobre os possíveis 
mecanismos envolvidos na ação hemolítica desses venenos, que culminam na 
destruição prematura das células. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 Aranha marrom:  
“Loxosceles intermedia” 
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1.1  Aranhas do gênero Loxosceles 
 
As aranhas são animais peçonhentos comuns, encontrados em grande 
número em quase todos os ambientes, em regiões de clima equatorial e temperado, 
incluindo meio urbano (Isbister e Gray, 2002; White, Warrell et al., 2003). 
Praticamente todas as espécies são venenosas, mas muitas não são capazes de 
picar os seres humanos de forma eficaz por serem bastante pequenas. Outras estão 
raramente envolvidas em acidentes com seres humanos, uma vez que a 
probabilidade de encontro entre as espécies é baixa. A maioria das espécies 
restantes causam apenas efeitos clínicos mínimos (Isbister e Gray, 2002; White, 
Warrell et al., 2003). A morbidade clinicamente significativa decorrente da picada de 
aranhas é relativamente restrita a um número pequeno de espécies e mesmo assim  
o índice de óbitos é bastante baixo (White, Warrell et al., 2003; White, 2010; 2011). 
Porém, alguns gêneros de aranha causam morbidade e mortalidade significativas e, 
portanto, podem ser considerados problemas de saúde pública; as aranhas do 
gênero Loxosceles são um exemplo disso (Chaim, Trevisan-Silva et al., 2011). 
As aranhas do gênero Loxosceles pertencem à família Sicariidae, composta 
por dois gêneros e 124 espécies (Platinick, 2011). Receberam o nome popular de 
aranha-marrom por apresentarem coloração que varia do marrom claro ao escuro 
(Figura 1). Podem ser encontradas em regiões de diferentes latitudes, e são 
adaptadas a distintas condições ambientais das zonas de clima tropical e temperado 
do globo terrestre (Tavares, Peichoto et al., 2011). Representantes deste gênero 
estão espalhadas pelos cinco continentes e há relatos de acidentes com seres 
humanos em diferentes regiões do planeta envolvendo estas aranhas, como por 
exemplo, no leste Europeu (Pernet, Dandurand et al., 2010), no Oriente Médio 
(Taskesen, Akdeniz et al., 2011), na África (Duncan, Rynerson et al., 2010), na 
Oceania (Vetter e Isbister, 2008), nas Américas do Norte (Saupe, Papes et al., 2011) 
e do Sul (Bucaretchi, De Capitani et al., 2010).  
No continente americano provavelmente se encontra a maior diversidade de 
espécies, sendo relatadas mais de 50 apenas na América do Norte e mais de 30 
espécies na América do Sul (Platinick, 2011). Em algumas regiões do Brasil, Chile e 
Peru os acidentes provocados por aranhas do gênero Loxosceles constituem um 
significativo problema de saúde pública (Da Silva, Da Silveira et al., 2004; Hogan, 
  
Barbaro et al., 2004; Peter
atualmente da existência de 11 espécies de aranha
(Tabela 1) (Platinick, 2011)
intermedia; L. gaucho; 
Fischer, 2008; Fischer, Bazilio
distribuição geográfica de todas as espécies de aranhas marrons encontradas no 
Brasil. 
 
Espécie 
 
 
L. adelaida 
 
 
 
 
L. amazonica 
 
 
L. anomala 
 
 
 
L. chapadensis 
 
 
 
L. gaucho 
son, 2006; De Souza, Malaque et al.
-marrom registradas no Brasil 
, sendo que quatro ocorrem no estado do Paraná: 
L. laeta e L. hirsuta (Marques-Da-Silva e Fischer, 2005; 
 et al., 2009). Na figura 5 pode
Característica Dados adicionais
Espécie do grupo da 
Loxosceles gaucho  
L. a. 
 
L. a. Duncan et al., 2010.
 
 
Posição filogenética do 
grupo é incerta 
 
 
L. a. Álvares, Rodrigues 
& De Maria, 2004.
 
L. c. Bertani, Fukushima 
& Nagahama, 2010.
 
L. g. Duncan et al., 2010.
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, 2008). Sabe-se 
L. 
-se visualizar a 
 
 
 
Brignoli, 1972. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
 
 
L. hirsuta 
 
 
L. immodesta 
 
 
 
 
 
L. intermedia 
 
 
 
L. laeta 
 
 
 
 
 
L. puortoi 
 
 
L. similis 
 
Tabela 1: Aranhas pertencentes ao gênero 
presentes no Brasil.
et al., 2010; Platnick,
 
 
 
L. h. 
 
 
Posição filogenética do 
grupo é incerta 
Calheirosia i.
Leitão, 1917.
 
L. i. 
 
L. l. 
 
 
 
L. p. Martins, 
Bertani, 2002.
Espécie do grupo da 
Loxosceles gaucho 
L. s. 
Loxosceles (Heineken & Lowe, 1832)
 Modificado a partir de Cramer, 2009; Duncan, Rynerson
 2011. 
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Gertsch, 1967. 
 
 Mello-
 
 
 
 
 
 
 
 
Fischer, 1994. 
 
 
 
 
 
Fischer, 1994. 
 
 
 
 
 
 
Knysak & 
 
 
 
Bücherl, 1972. 
, 
 
  
Figura 5: Distribuição geográfica das espécies de 
 
 
Essas aranhas não são agressivas, possuem hábitos noturnos, são bastante 
sedentárias, sendo que a maioria dos acidentes ocorre quando as pessoas 
comprimem a aranha ao vestir
picada no homem apenas como forma de
encontradas em lugares escuros como, por exemplo, em telhas empilhadas, em 
entulhos e em restos de vegetais. Já no ambiente intra
podem ser encontradas atrás de quadros, de móveis e entre as roupas. 
se adaptar a lugares sombrios e com pouca higiene. Apresentam teias irregulares, 
parecendo algodão esfiapado e pegajoso (Figura
de 8 a 43º C e sobrevivem sem alimento por períodos prolongados de tempo 
1992; Da Silva, Da Silveira
insetos e serve de alimento para anfíbios, répteis e aves
vida, adquirem maturidade sexual 
aranhas-marrons,
 
-se, enxugar-se ou durante o sono, ocorrendo a 
 defesa (Futrell, 1992)
-domiciliar, essas aranhas 
 6). Toleram temperaturas variando 
 et al., 2004). A aranha-marrom alimenta
. Ao atingirem um
(Fischer, 2008). 
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 encontradas no Brasil.  
. Elas podem ser 
Costumam 
(Futrell, 
-se de pequenos 
 ano de 
  
 
Figura 6: Aspecto das aranhas do gênero 
sinal mais escuro
forma de algodão, desordenada e irregular.
Docampo
 
 
 
Outra característica importante do gênero 
de olhos: seis divididos em 3 pares em forma de semi
que é baixo, não ultrapassa a linha do abdômen e apresenta o desenho de um 
violino (Figura 7) (Peterson, 2006)
Loxosceles. Observa
 em forma de violino, que lhe confere o nome popular. Teia em 
  Modificada a partir de 
 et al., 2009. 
Loxosceles é relativa ao número 
-círculo sobre 
. 
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-se o cefalotórax, um 
Cabrerizo, 
o cefalotórax, 
  
Figura 7: Aranha
pares de olhos  e a forma de um violino sobre o cefalotórax (seta larga 
branca). 
 
 
 
No continente americano o gênero 
radiação evolutiva: reclusa
Gertsch e colaboradores 
no Brasil, dividindo-as 
morfológicas da genitália,
encontradas no Brasil pertencem aos grupos 
A genitália maculina é constituída pelos palpos e a genitália feminina é constituída 
pela espermateca (Álvares, Rodrigues
facilmente distinguidos pela
semelhante ao número oito
paralela bem desenvolvida
distinguidas pelas espermateca
entre si (Figura 8). 
 
 
 
 
-marrom gênero Loxosceles sp. Em detalhe a disposição dos 3 
Modificada a partir de Cabrerizo, Docampo et al.
Loxosceles é dividido em cinco grupos de 
, laeta, gaucho, spadicea e amazônica
(1967) revisaram as espécies de Loxosceles
em grupos nominais com base nas características
 coloração, e proporções corporais. Todas as espécies 
gaucho, laeta, spadicea e amazônica
 et al., 2004). Os machos
 constrição mediana no pedipalpo, dando
 em vista retrolateral, e pela presença de
 na base de êmbolo (Figura 8
s ovais grandes e afastadas 2-
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, 2009. 
 (Fischer, 2007). 
 encontradas 
 
.  
 podem ser 
-lhe uma forma 
 uma projeção 
). As fêmeas são 
3 vezes o diâmetro 
  
A aranha-marrom 
município de Curitiba, estado do Paraná 
específicas são: tamanho médio de 16 mm, poucos pêlos no corpo, coloração 
marrom-avermelhada, disposição característica dos pêlos na região do cefalotórax, 
presença de sulcos laterais menos curvos e presença de dois receptáculos seminais 
nas fêmeas (espermateca) 
globoso e os machos apresentam bulbo copulatório exclusivo e pequeno com uma 
sutil curvatura para fora (Figura 
 
Figura 8: Imagem das genitálias das espécies de 
Loxosceles rufescens
de algumas espécies de aranha marrom
genitália masculina
Escala de 1000 µm. 
Loxosceles intermedia é a espécie predominante no 
(Fischer, 2008). Suas características 
(Mello-Leitão, 1917). As fêmeas apresentam epigynum 
8) (Álvares, Rodrigues et al., 2004)
Loxosceles. Em detalhe
. Na coluna da esquerda podemos observar a genitália feminina 
 (Epigynum). Ao lado podemos visualizar a 
 característica de cada espécie de aranha marrom (Pedipalpo). 
Modificado a partir de Cramer, 2009. 
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 os pedipaldos da 
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A aranha-marrom apresenta dimorfismo sexual, sendo normalmente as 
fêmeas maiores que os machos (Figura 9).  Estes apresentam palpos com os tarsos 
modificados, “os pedipalpos”, especializados na transferência de espermatozóides 
(Fischer, 2007). A L. intermedia se reproduz, preferencialmente, nos meses mais 
quentes do ano, podendo depositar, em média, 20 ovos por postura (Fischer e 
Vasconcellos-Neto, 2005; Fischer, 2007), dos quais eclodem as aranhas jovens em 
46 dias (Fischer e Vasconcellos-Neto, 2005). A aranha fêmea constrói uma teia 
complexa, a ooteca, em formato de saco, onde os ovos são acondicionados no 
momento da postura. Após a eclosão, as pré-larvas sofrem duas mudas antes de 
deixar a ooteca em busca de alimento (Fischer e Vasconcellos-Neto, 2005). Cada 
fêmea de Loxosceles pode produzir até quinze ootecas, figura 10, durante sua vida e 
cada uma destas pode conter até 138 ovos (Gonçalves De Andrade, De Oliveira et 
al., 1999). 
O comportamento sexual da espécie Loxosceles laeta foi caracterizado por 
Fisher (2007; 2008), e foi descrita uma intensa utilização da teia e exibição de 
padrões motores relacionados com a sua maior agressividade quando comparada 
com outras espécies do gênero. (Fischer e Vasconcellos-Neto) e (Marques-Da-Silva 
e Fischer) em 2005 demonstraram também em seus estudos que a ampla 
distribuição da espécie Loxoscesles intermedia está relacionada com seu hábito 
mais generalista, mais errante e menos agressivo do que a Loxosceles laeta. Além 
disso, os padrões motores exibidos no reconhecimento e cortejo da Loxosceles laeta 
foram semelhantes com os das aranhas do grupo gaucho, Loxosceles gaucho 
(Rinaldi e Stropa, 1998) no que diz respeito à intensa utilização da teia com golpeios 
e tremulação das pernas, enquanto que as espécies do grupo spadicea, Loxosceles 
hirsuta, Loxosceles intermedia e do grupo reclusa, Loxosceles reclusa são mais 
características pela pulsação abdominal e vibração dos pedipalpos, padrões motores 
envolvidos na produção de sons, não sendo a ausência de teia limitante para 
realização da cópula (Rinaldi e Stropa, 1998; Fischer, 2007). 
Segundo Marchioro, Fischer e Marques da Silva (2004) existe influência da 
alimentação monoespecífica no desenvolvimento pós-embrionário de L. intermedia, 
L. laeta e L. gaucho. De acordo com estes autores, filhotes dessas espécies de 
aranha, que foram alimentados com ninfas de Pycnoscelus surinamensis 
apresentam desenvolvimento mais rápido e maior número de ecdise, do que os 
alimentados com larvas de Tenebrio molitor.  
  
A L. intermedia
escassez de alimentos e grandes 
população, observada em Curitiba e região metropolitana,
crescimento das cidades, com conseqüente destruição do seu 
desaparecimento de seus predadores naturais. Como resultado, desse 
ambiental essas aranhas encontraram no ambiente domiciliar um excelente local 
para sua sobrevivência e reprodução, com conseqüente aumento dos casos de 
loxoscelismo no município de Curitiba e arredores, sendo hoje considerado um 
problema de saúde pública 
 
Figura 9: Detalhes anatômicos 
de Loxosceles intermedia
sobre a superfície dorsal do cefalotórax da aranha adulta 
e os seis olhos organizados em pares e em semicírculo (cabeça de seta). 
Coleta do veneno por eletro choque aplicado sobre o cefalotórax
gota de veneno de 
um choque
 é por tanto, um animal rústico, que sobrevive bem à 
variações de temperatura. O aumento da sua 
 é atribuído ao grande 
(Marques Da Silva e Fischer, 2000).  
da espécie Loxosceles intermedia.
: fêmea e macho. (B) Padrão em forma de violino (seta) 
Loxosceles intermedia. O veneno
 elétrico de 15 V, aplicado sobre o cefalotórax
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  (A) Animais adultos 
Loxosceles intermedia, 
(C) 
, seta indica a 
 é extraído através de 
 da aranha o veneno 
  
é então 
armazenada
Loxosceles intermedia
extração pode ser realizada diretamente 
compressão
al., 2011.
 
Figura 10: Ooteca e ovos de 
Ooteca. (B) Em detalhes os Ovos. 
 
1.2  Epidemiologia 
 
Furlanetto (1961) abordou o problema do acidente loxoscélico no Brasil 
apresentando os primeiros casos publicados suspeitos de terem sido causados por 
Loxosceles em 1915. O primeiro caso confirmado de loxoscelismo no Brasil foi 
diagnosticado no Hospital Vital Brazil
descrito posteriormente por Cardoso
Na cidade de Curitiba, R
acidentes loxoscélicos ocorridos entre 1989 e 1990. Corresponderam a 52,7% dos 
acidentes por aracnídeos notificados no Estado do Paraná, sendo utilizada a 
soroterapia em 46,6%. No gráfico 1 podemos visualizar a 
acidentes com aranha marrom 
esse tipo de acidente representou o quinto agravo em notificação entre as cinco 
principais ocorrências, no Paraná em 1997. Em 2001 os acidentes loxoscélicos 
atingiram o segundo lugar entre as ocorrências, sendo menor apenas que o 
atendimento antirrábico humano. Essa segunda posição tem sido mantida até hoje 
(SESA/DEVA/DVVZI/SINAN,
Curitiba apresentou 76% do total de casos de loxoscelismo do Estado. Da mesma 
coletado e diluído em solução salina tamponada com fosfato
 a -80 º C até o uso. (D) Par de glândulas produtoras de
, observadas em microscópio de dissecação
das glândulas 
 suave das mesmas. Modificado a partir de Chaim, Trevisan
 
Loxosceles intermedia. (A) Na seta podemos visualizar uma 
Cortesia de Mônica Akemi Alcântara.
 do Instituto Butantan, São Paulo, em 1954, 
 e de Cillo (1990). 
ibeiro e colaboradores (1993)
Loxosceles sp. no estado do Paraná.
 2011). Ainda assim, no ano corrente, o município de 
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forma, registrou-se alta incidência desse tipo de acidente quando se analisou a 2ª 
Regional de Saúde, que compreende Curitiba e a Região Metropolitana. Mostrou-se 
também, que nove dos dez primeiros municípios em freqüência de acidentes (92,9% 
do total) pertencem a essa regional de saúde (Gráfico 1).  
 
 
 
 
 
 
Gráfico 1: Mapa da distribuição dos acidentes loxoscélicos por coeficiente de 
incidência média nos municípios do Estado do Paraná, registrados de 
1993 a 2000. Modificado a partir de Marque Da Silva, 2002. 
 
 
No Gráfico 2, pode-se observar a série histórica dos acidentes com aranha-
marrom na cidade de Curitiba. Recentemente, segundo o Boletim Epidemiológico de 
Curitiba ocorreram quase 500 notificações de acidentes com aranha-marrom na 
capital do estado apenas nos primeiros três meses de 2011 (Gráfico 2). Dados 
preliminares indicaram também quase 2000 mil acidentes com essa aranha no ano 
passado.  Além disso, segundo a senhora Edla Marilia Rigoni, responsável pelo 
acompanhamento epidemiológico de acidentes por animais peçonhentos no Paraná, 
em todo o estado ocorreram 5682 casos de loxoscelismo em 2009, sendo que 
aproximadamente 72% desse total de casos, ocorreu em Curitiba e Região 
Metropolitana (Gráfico 3) e desse montante 14 casos foram considerados muito 
graves. Esses dados comprovam que essa região abrange os municípios com maior 
incidência de loxoscelismo do Estado. Esses dados justificam a necessidade do 
  
estudo da biologia da aranha marrom, das toxinas do seu veneno, assim como dos 
seus efeitos biológicos, uma vez que essas informações poderão futuramente 
contribuir de alguma forma para a prevenção de acidentes. 
 
 
Gráfico 2: Série his
preliminares até 08/04/2011
Fonte: SMS/CE/CVE
 
 
Gráfico 3: Número de acidentes com aranha
de Saúde entre os anos de 2009 e 2010.
Com a permissão de Edla Marília Rigoni. Fonte: SESA/DEVA/DVVZI
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Cerca de 80% dos acidentes envolvendo a aranha
as pessoas se vestem. Os membros inferiores (coxa, perna, pé e dedos dos pés) 
são preferencialmente atingidos (Gráfico 4
vítimas, cerca de 60%, por passar
mais atingida é de adultos de 20 à 49 anos (Gráfico 6
Secretaria Municipal de Saúde, Marcelo Luiz Vettorello, Curitiba e região 
metropolitana concentram os acidentes com essa aranha 
Os acidentes podem ser divididos de acordo com a intensidade dos 
sintomas. Os casos leves não apresentam comprometimento do estado geral nem 
lesão característica 72 horas após a picada. Os casos moderados possuem lesão 
característica e alterações sistêmica
graves apresentam o quadro moderado mais agravado, associado à anemia aguda e 
presença de hemólise. Alguns bair
acidentes graves, como São
 
 
 
Gráfico 4: Número de acidentes com aranha
o local da picada, registrado no ano de 2010. 
06/04/2011. Com a permissão de Edla Marília Rigoni. Fonte: 
SESA/DEVA/DVVZI
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Gráfico 5: Número de acidentes com aranha
o sexo da vítima, registrados no ano de 2010.
06/04/2011. Com a permissão de Edla Marília Rigoni. Fonte: 
SESA/DEVA/DVVZI
 
 
 
 
 
 
Gráfico 6: Número de acidente 
a faixa etária da vítima entre os anos de 2009 e 2010
06/04/2011. Com a permissão de Edla Marília Rigoni. Fonte: 
SESA/DEVA/DVVZI
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Gráfico 7: Número de acidentes com 
quadro desenvolvido após a picada.
Com a permissão de
 
 
1.3 Acidente loxoscélico 
 
Como já anteriormente definido, o acidente loxoscélico ou loxoscelismo é a 
designação do quadro clínico desenvolvido por indivíduos picados por aranhas do 
gênero Loxosceles (Futrell, 1992)
envenenamento pode se manifestar de duas 
ou dermonecrótico (84-97% dos casos) e, segundo, como quadro cutâneo
ou sistêmico (3-16% dos casos) 
sistêmicos do envenenamento são potencialmente fatais devendo ser clinicamente 
abordados de forma rápida e objetiva 
desenvolvimento de determinado quadro clínico dependerá de fatores relacionados 
com a espécie de aranha
de desenvolvimento (Gonçalves De Andrade, De Oliveira
quantidade de veneno inoculado 
dependerá das características genéticas do indivíduo acidentado 
et al., 1985), como o estado nutricional da vítima, local da picada, susceptibilidade 
ao veneno e o tempo que o acidentado leva para obter tratamento correto 
Eickstedt et al., 1994). Apenas 
quadro de envenenamento letal. 
Classificação da gravidade do acidente com aranha marrom em 
aranha-marrom de acordo com a gravidade do 
 Dados preliminares até 08/04/2011
 Marcelo Luiz Vettorello. Fonte: SMS/CE/CVE
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Os principais sinais clínicos apresentados na evolução do quadro clínico do 
loxoscelismo estão apresentados na Tabela 2. O quadro cutâneo é caracterizado por 
dermonecrose na região da picada (Rees, Nanney et al., 1984). Esta lesão, por ser 
de início pouco dolorido, não é percebida pelo indivíduo.  Após 2 a 8 horas, surge a 
dor, que pode variar de moderada a severa, e é caracterizada por ser local e do tipo 
“queimação” ou ardência. Ocorrem também, prurido, edema, mal-estar geral e febre. 
Em seguida, pode surgir uma lesão circulada por halo vermelho, com uma zona 
pálida central, chamada de placa marmórea (Futrell, 1992). Após 3 a 5 dias do 
acidente, pode ocorrer acúmulo de leucócitos polimorfonucleares, necrose e 
formação de abscesso (Futrell, 1992). Em certos casos, a lesão cutânea necrótica 
evolui em 2 a 6 semanas para formação de uma escara de difícil cicatrização, 
podendo originar sequelas deformantes.  
A lesão pode ser agravada por uma infecção secundária, causada por 
microrganismos oriundos das quelíceras da aranha, que no momento da picada 
podem ser inoculados juntamente com o veneno. Um microrganismo presente nas 
quelíceras da aranha marrom é o Clostridium perfringens, bacilo gram positivo 
anaeróbio, considerado um importante agente de infecção secundária à picada pela 
aranha-marrom (Monteiro, Rubel et al., 2002). 
 
TEMPO# QUADRO LOCAL# QUADRO SISTÊMICO# COMPLICAÇÃO# 
 
 
0 – 3 dias* 
 
Dor, edema endurado, 
eritema, vesículas, bolhas, 
equimose e palidez 
(placa marmórea) 
 
Exantema, prurido, febre, 
náusea, vômito, mialgia, 
calafrios, fraqueza, mal-estar, 
icterícia e anemia 
(decorrentes da hemólise) 
 
CIVD** 
IRA*** 
 
 
3-7 dias 
 
Formação e evolução da 
necrose e regressão do 
edema e eritema 
  
 
 
7-120 dias 
 
 
Gradual regressão da lesão 
e úlcera 
 
  
 
Tabela 2: Evolução do quadro clínico em função do tempo após o acidente loxoscélico. 
(Ministério da Saúde, 2001; Barbaro e Cardoso, 2003).  
* Os sinais locais se acentuam nas primeiras 24 a 72 horas. 
**CIVD, Coagulação intravascular disseminada. 
*** IRA, insuficiência renal aguda. 
# Existe grande variabiliade individual de cada paciente em relação ao tempo de 
evolução do quadro clínico lesão bem como na presença ou não dos sinais 
cutâneos, sistêmicos e sintomas.  
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Algumas vítimas podem desenvolver a forma mais grave de loxoscelismo, 
que corresponde ao quadro cutâneo-visceral ou sistêmico. Os sintomas desse 
quadro são astenia, episódios eméticos, alterações sensoriais, cefaléias, 
obnubilação, convulsões e coma. Pode haver também “rash” cutâneo. A forma 
sistêmica pode ser acompanhada pela lesão dermonecrótica (Futrell, 1992; Bravo, 
Puratic et al., 1993). Nos casos mais graves ocorre anemia hemolítica, 
trombocitopenia decorrente da agregação plaquetária (Futrell, 1992; Da Silva, Da 
Silveira et al., 2004) e coagulação intravascular disseminada “CIVD” (Denny, Dillaha 
et al., 1964). Esses eventos podem determinar diminuição do hematócrito, aumento 
da bilirrubina indireta, icterícia, petéquias, equimoses e hemoglobinúria, sinais 
clínicos que geralmente se instalam nas primeiras 24 horas após o acidente (Futrell, 
1992; Peterson, 2006). Não obstante, pode ocorrer também insuficiência renal 
aguda (IRA) de etiologia multifatorial, associada com a diminuição da perfusão renal, 
alterações vasculares nos pulmões e fígado (Lung e Mallory, 2000). A insuficiência 
renal aguda (IRA), associada à obstrução da luz tubular é a principal causa de morte 
nos acidentes loxoscélicos (Saúde, 2001).  
Os mecanismos moleculares que levam à IRA são desconhecidos.  
Entretanto, sabe-se que o veneno da glândula da Loxosceles intermedia tem 
atividade entactinolítica e degrada o domínio protéico do heparan-sulfato 
proteoglicano, considerado um importante constituinte molecular encontrado nas 
membranas basais, estruturas fundamentais dos glomérulos renais, envolvidos na 
formação da urina (Veiga, Gremski et al., 1999; Luciano, Da Silva et al., 2004). 
Neste contexto, estudos realizados “in vivo” e “in vitro” utilizando camundongos e a 
linhagem celular MDCK (células epiteliais de rim canino), mostraram que as toxinas 
do veneno de L. intermedia apresentam atividade nefrotóxica direta sobre o tecido 
renal (Chaim, Sade et al., 2006). Logo em seguida, Kusma e colaboradores (Kusma, 
Chaim et al., 2008) demonstraram que a isoforma recombinante de fosfolipase-D, 
LiRecDT1 foi capaz de desencadear efeito nefrotóxico direto, tal como o veneno 
bruto da glândula, sugerindo que essa nefrotoxicidade é dependente da atividade 
fosfolipásica da toxina. 
Recentemente, tornou-se público um caso nacional de loxoscelismo 
sistêmico (De Souza, Malaque et al., 2008), no qual foram observados os distúrbios 
críticos decorrentes do envenenamento por aranha-marrom. A vítima apresentou 
hemólise intravascular, rabdomiólise, coagulopatia e insuficiência renal aguda, além 
  
do desenvolvimento de uma lesão dermonecrótica, com espalhamento gravitacional 
no local da picada, como ilustrado na Figura 
Nesses casos existe a indicação de administração do soro anti
(Pauli, Puka et al., 2006; Pauli, Minozzo
que a eficácia da soroterapia é reduzida após 36h da inoculação do veneno. As 
recomendações para utilização do soro anti
manifestações clínicas, como é ilu
recomendado o uso de corticosteróide local (como antiinflamatório) e por via 
sistêmica (para proteger a membrana do eritrócito). Também é utilizado a dapsona 
nas formas cutâneas graves, em associação com a 
resposta inflamatória para redução do quadro local. A dose de dapsona utilizada se 
encontra no intervalo de 50 a 100 mg/dia, sendo administrada por via oral durante 
um período máximo de duas semanas. A dapsona pode desencadea
metemoglobinemia, que deve ser monitorada laboratorialmente. Além disso, se 
existirem evidências de hemólise intravascular, impõe
alcalinização da urina, para prevenir a precipitação intra
Isso seria um possível fator para desencadear necrose tubular aguda 
hemoglobinúrica (Cardoso, França
 
 
Figura 11: Loxoscelismo cutâneo.
setas indicam edema e eritema e as flechas indicam o espalhamento 
gravitacional. 
2010. 
11. 
 et al., 2009). Dados experimentais revelam 
-veneno dependem da gravidade das 
strado na Tabela 3. Além da soroterapia, tem sido 
soroterapia, como modulador da 
-se hidratação adequada e 
-tubular de hemoglobina. 
 et al., 2003).  
 Local da picada por aranha-marrom. As cabeças de 
Modificado a partir de Tambourgi, Gonçalves
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Classificação Manifestações Clínicas Tratamento 
 
 
 
Leve 
Lesão incaracterística, (sendo a Loxosceles 
identificada como causador do acidente), lesão 
local sugestiva, sem comprometimento do estado 
geral e sem alterações laboratoriais. 
 
Sintomáticos: Analgésico, 
Antiinflamatório local e 
Acompanhamento até 72 h 
após picada 
 
 
 
Moderado 
Com ou sem identificação da Loxosceles no 
momento da picada, lesão sugestiva com rash 
cutâneo ou lesão característica < 3cm de 
diâmetro, com ou sem alterações sistêmicas e 
sem alterações laboratoriais, sugestivas de 
hemólise. 
 
Prednisona (5 dias): Adultos 
40 mg/dia e Crianças 1 
mg/kg/dia 
SAAr ou SALox IV  5 ampolas 
 
 
 
Grave 
Lesão característica de instalação rápida 
(primeiras 36 h), com >3 cm de diâmetro, 
evidência de hemólise (palidez, anemia aguda, 
icterícia) confirmada laboratorialmente. 
 
SAAr ou SALox IV: 5 ampolas 
(forma cutânea), 10 ampolas 
(forma cutâneo-visceral), 
Prednisona (7 a 10 dias): 
Adultos 40 mg/dia e Crianças 
1 mg/kg/dia 
 
 
 
Tabela 3: Acidentes por aranhas do gênero Loxosceles: classificação quanto à 
gravidade, manifestações clínicas tratamento geral e específico. Fonte: 
Brasil. Ministério da Saúde. Manual de Diagnóstico e Tratamento de Acidentes 
por Animais Peçonhentos. 2001. 
*SALox: Soro Antiloxoscélico. 
**SAAr : Soro Antiaracnídico.  
 
 
 
Outros problemas decorrentes do consumo dos fatores de coagulação, como 
sangramentos causados pela trombocitopenia e hipofibrinogenemia, deverão ser 
tratados conforme a necessidade. Habitualmente, está indicada cuidadosa assepsia 
da lesão, elevação do membro atingido e realização de compressas frias. Muitas 
vezes, é necessária a intervenção cirúrgica para a realização dos debridamentos e 
até mesmo de enxertos de pele (Cardoso, França et al., 2003) (Figura 12). 
Em Curitiba, o tratamento estabelecido é a utilização de prednisona, 
dapsona e soro anti-Loxosceles produzido no Centro de Produção de Produtos 
Imunobiológicos do estado (CPPI). O soro anti-Loxosceles é administrado apenas 
nos casos de loxoscelismo cutâneo-visceral e nos quais a aranha é identificada 
como L. intermedia ou L. laeta. Porém, o tratamento com prednisona deve ser 
iniciado mesmo na ausência da lesão dermonecrótica. O monitoramento do paciente 
deverá ser realizado nas primeiras 36 horas e caso exista quadro cutâneo severo há 
indicação da dapsona e soro anti-Loxosceles (SMS/CE/CVE, 2011). Se os sinais do 
  
quadro sistêmico não iniciam dentro de 24 horas, fica estabelecido 
quadro cutâneo. 
 
Figura 12: Evolução da picada da aranha
(B) 2° dia após a picada, após cirurgia reparadora.  (C) 9° dia após a picada, 
áreas pretas são os vasos sanguíneos cauterizados. (D)
enxerto de pele
vista do enxerto de pele.  (F) Local da picada
Modificado a partir de 
 
 
 
1.4 Características bioquímicas 
 
O veneno da aranha
glândulas holócrinas situadas no cefalotórax do animal (Figura 
comunicam com o exterior através do aparelho inoculador, constituído por um 
quelíceras (Dos Santo, Franco
As células epiteliais das glândulas produtoras de veneno de 
apresentam porções da membrana plasmática com invaginações, com uma grande 
quantidade de processos celulares interdigitais, o que aumenta a superfície 
secretora dessas células, suger
dinâmica da excreção de veneno 
-marrom “L. reclusa”. (A
 no local com área doadora adjacente. (E) 38° dia após a pica
 após 20 meses após a cirurgia. 
Losher, 2009. 
do veneno loxoscélico 
-marrom é um líquido protéico produzido por um par de 
9C e 
 et al., 2000).  
indo um elevado nível de stress celular causado pela 
(Dos Santo, Franco et al., 2000)
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secretoras também são observadas no citoplasma próximas do Complexo de Golgi 
proeminente, que está presente sob a forma de uma pilha esmagada com uma 
dilatação característica em suas bordas. Essas porções do Golgi são facilmente 
reconhecidas, e são responsáveis por modificações pós-traducionais e glicosilação, 
o que concorda com dados anteriores que mostram que o veneno de L. intermedia é 
rico em glicoproteínas N-ligadas (Veiga, Gremski et al., 1999). O volume de veneno 
e a massa protéica produzidos por essas glândulas variam entre as espécies. Por 
exemplo, um animal adulto da espécie Loxosceles reclusa, libera em média 4µl de 
veneno no momento da picada. Este volume de veneno pode conter 
aproximadamente de 30 µg de proteína. Enquanto a espécie Loxosceles laeta pode 
conter aproximadamente 215 µg de proteína (Binford e Wells, 2003). 
 Estudos mostram que os venenos das aranhas do gênero Loxosceles são 
uma mistura de proteínas que apresentam perfil eletroforético similar, no qual existe 
predominância de proteínas de baixa massa molecular. Assim, para melhor 
descrever a composição do veneno, podemos separar esse perfil eletroforético em 4 
grupos de proteínas: (a) um grupo de peptídeos, que se encontra no intervalo de 5-
10 kDa, do qual fazem parte os peptídeos neurotóxicos, (b) outro grupo de proteínas 
com massa molecular encontradas no intervalo de 30-40 kDa, constituído 
principalmente pelas dermonecróticas, (c) um terceiro grupo, com amplo espectro de 
massa molecular,  no qual se encontram as metaloproteases e,  por último (d) um 
grupo de proteínas com alta massa molecular, no intervalo de 60-95 kDa, do qual 
fazem parte as serino-proteases (Da Silveira, Dos Santos Filho et al., 2002; Da Silva, 
Da Silveira et al., 2004; Silvestre, De Castro et al., 2005). 
Além de proteínas, na composição do veneno são encontrados íons, sais 
minerais, aminoácidos livres, aminas, poliaminas neurotóxicas e neurotransmissores 
(Escoubas, Diochot et al., 2000). Estudos de identificação e caracterização das 
toxinas presentes nos venenos das aranhas do gênero Loxosceles revelaram a 
presença de metaloproteases, fosfolipases-D, hialuronidase, serino-proteases, além 
de lipase, esterase, fosfatase alcalina e 5’- ribonucleotidio-fosfohidrolase, como 
podemos observar na tabela 4 (Futrell, 1992; Da Silva, Da Silveira et al., 2004; Da 
Silveira, Pigozzo et al., 2007; Senff-Ribeiro, Henrique Da Silva et al., 2008; Chaim, 
Trevisan-Silva et al., 2011). Na figura 13 podemos visualizar a proporção das 
principais toxinas produzidas na glândula de veneno de Loxosceles intermedia.  
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Toxinas MW (kDa) Características e ações descritas 
 
Fosfolipases-D 
(membros da família SicTox, 
como as LiRecDTs) 
30–35 Várias isoformas com 
diferentes atividades: 
- Dermonecrose 
- Hidrólise de Fosfolípideos 
- Hemólise 
- Agregação plaquetária 
- Atividade inflamatória 
- Edema 
- Disturbio Renal 
- Letalidade 
- Citotoxicidade In vitro 
Peptídeos inseticidas 
(membros da família LiTx) 
5–8  
- Peptídeos relacionados à 
Magi 3 
- LiTx: Letal para S. 
frugiperda (paralisia flácida) 
- LiTx3: atua sobre canais de  
Na+ 
Metaloproteases 28–35  
- Metaloproteases do tipo 
Astacinas (LALPs) 
- Presente no veneno de 
diferentes espécies de 
Loxosceles. 
- Atividade sobre gelatina, 
fibronectina, fibrinogênio e 
entactina 
Hialuronidases 41–43  
- Classificadas como 
hidrolases do tipo endo-β-N-
acetyl-d hexosaminidases  
- Atividade sobre acido 
hialurônico e condroitin 
sulfato  
- Presente no veneno de 
diferentes espécies de 
Loxosceles. 
Serinoproteases 85–95  
- Atividade gelatinolítica  
- Ativada in vitro pela tripsina 
- Presente no veneno de 
Loxosceles intermedia e 
Loxosceles laeta 
Inibidores de 
Serino/Cisteinoprotease 
N.D.  
- Pertencente superfamília 
das Serpinas 
- Identificada em 
transcriptomas e proteomas 
de Loxosceles spp.  
- Relacionada aos processos 
de coagulação, fibrinólise e 
inflamação 
 
Tabela 4. Visão geral das famílias de toxinas encontradas nas aranhas do gênero 
Loxosceles. Modificado a partir de Chaim, Trevisan-Silva et al., 2011. 
 
  
 
 
Figura 13: Proporções relativas de cada grupo de toxinas produzidas na glândula de 
veneno da 
Gremski, Da Silveira
 
 
Dos componentes citados acima,
encontram melhor caracterizadas bioquimicamente e cuja atividade biológica se 
encontra melhor estabelecida 
molecular média das fosfolipases
várias isoformas de fosfolipase
apresenta um alto nível de identidade e tem sido denominada de Loxtox por alguns 
autores (De Andrade, Pedrosa
conhecida como família das dermonecróticas, por serem as principais responsáveis 
pela dermonecrose (fator dermonecrótico). Elas apresentam atividade 
esfingomielinásica e podem promover agregação plaquetária, hemólise, letalidade, 
nefrotoxicidade e hiperpermeabilidade vascular
Chaim, Sade et al., 2006; Kalapothakis, Chatzaki
2008; Senff-Ribeiro, Henrique Da Silva
2009; Paludo, Biscaia et al.
LiTx3
32%
Serinoprotease
Loxosceles intermedia. Modificado a partir 
 et al., 2010. 
 as fosfolipases-D são as toxinas que se 
(De Andrade, Pedrosa et al.
-D é de 30 a 33 kDa. Já fora
-D nos venenos loxoscélicos; esta família de toxinas 
 et al., 2005). A família das fosfolipase
 (Da Silva, Da Silveira
 et al., 2007; K
 et al., 2008; Chaves-Moreira, Chaim
, 2009).  
Metaloprotease
23%
LiTx1
6%
LiTx2
12%
LiTx4
4%
Magi 3
2%
0,5%
TCTP
0,4%
Alérgeno
0,2%
Hialuronidase
0,1%
Serpina
0,1%
49 
 
do transcriptoma de 
, 2005). A massa 
m caracterizadas 
s-D é também 
 et al., 2004; 
usma, Chaim et al., 
 et al., 
PLD
20%
50 
 
 
Atualmente, foram identificadas pelo menos 11 isoformas de fosfolipases-D 
no veneno de L. gaucho (Cunha, Barbaro et al., 2003; Machado, Laugesen et al., 
2005).  O nosso grupo já possui clonadas sete isoformas de fosfolipase-D de L. 
intermedia. Estas toxinas foram clonadas a partir da análise de uma biblioteca de 
cDNA da glândula produtora de veneno de L. intermedia e identificadas através do 
sequenciamento aleatório dos clones obtidos nessa biblioteca. As proteínas foram 
caracterizadas e, posteriormente, algumas destas isoformas de fosfolipases-D foram 
expressas como toxinas recombinantes em E. coli e purificadas para caracterização 
bioquímica e avaliação biológica. Desta maneira, já foram estudadas e 
caracterizadas as toxinas recombinantes LiRecDT1 (Chaim, Sade et al., 2006), 
LiRecDT2 e LiRecDT3 (Da Silveira, Pigozzo et al., 2006), LiRecDT4 e LiRecDT5 (Da 
Silveira, Pigozzo et al., 2007), LiRecDT6 (Appel, Da Silveira et al., 2008) e LiRecDT7 
(Vuitika et al., 2011). A isoforma LiRecDT1 é a mais abundante na glândula de 
veneno de L. intermedia e foi subclonada em vetor de expressão pET-14b. A 
imunogenicidade das proteínas recombinantes foi avaliadas por western blotting, 
sendo especificamente reconhecidas por soro hiperimune de coelho anti-veneno 
bruto de L. intermedia (Da Silveira, Pigozzo et al., 2006; Appel, Da Silveira et al., 
2008)(DA SILVEIRA et al., 2006). Recentemente, foi realizada uma mutação sítio 
dirigida na enzima LiRecDT1, que resultou na substituição da histidina presente no 
sítio ativo catalítico por uma alanina, originando a isoforma LiRecDT1 H12A. Esta 
toxina mutada apresentou uma redução drástica da atividade esfingomielinásica e 
uma capacidade muito reduzida em causar dermonecrose em pele de coelhos 
(Chaim, Da Silveira et al., 2011). 
No veneno da aranha-marrom, além das toxinas dermonecróticas, um outro 
grupo de destaque é o das proteases.  Duas metaloproteases de baixa massa 
molecular foram primeiramente identificadas no veneno de L. intermedia, 
denominadas Loxolisina A e Loxolisina B. A primeira, com massa molecular de 20 -
28 kDa, apresenta atividade fibronectinolítica e fibrinogenolítica, enquanto, a 
segunda, com massa molecular de 32-35 kDa, apresenta atividade gelatinolítica. A 
atividade biológica dessas metaloproteases está possivelmente relacionada a 
distúrbios hemostáticos, hemorragia da derme, injúria de vasos sanguíneos, 
interferência na adesão plaquetária e, também, na dificuldade de cicatrização das 
lesões cutâneas (Feitosa, Gremski et al., 1998; Veiga, Feitosa et al., 2000; Veiga, 
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Zanetti, Braz et al., 2001; Veiga, Zanetti, Franco et al., 2001; Zanetti, Da Silveira et 
al., 2002; Da Silveira, Wille et al., 2007).  
Atualmente, com o auxílio das técnicas de clonagem molecular algumas 
metaloproteases identificadas na glândula produtora de veneno de L. intermedia 
foram classificadas como membros da família das astacinas. As astacinas, 
juntamente com outras famílias de endopeptidades ligantes de zinco, como as 
matrilisinas (MMPs, colagenases), serralisinas (proteases bacterianas) e 
adamalisinas (proteases de venenos de cobra), podem ser classificadas como 
pertencentes a uma superfamília de metaloproteases chamada de Metzincinas. As 
principais características dos membros dessa superfamília são uma sequência 
consenso de ligação ao zinco (HEXXHXXGXXH) e um “Met-turn” na cadeia 
polipeptídica, promovido por um resíduo de metionina (Stocker e Bode, 1995; 
Stocker, Grams et al., 1995; Da Silveira, Wille et al., 2007; Senff-Ribeiro, Henrique 
Da Silva et al., 2008; Trevisan-Silva, Gremski et al., 2010). Esta metaloprotease do 
tipo astacina foi produzida como toxina recombinante e caracterizada por nosso 
grupo, sendo denominada LALP (Loxosceles Astacin-Like Protease) (Trevisan-Silva, 
Gremski et al.; Da Silveira, Wille et al., 2007). 
No veneno de aranha-marrom (L. intermedia) foram identificadas, também 
duas serino-proteases com massa molecular de 85 e 95 kDa. Ambas demonstraram 
especificidade substrato, sendo capazes de degradar a gelatina e muito fracamente 
a caseína (Veiga, Da Silveira et al., 2000; Gremski, Da Silveira et al., 2010). 
 A presença de hialuronidases também foi determinada no veneno bruto de 
L. intermedia através da degradação de ácido hialurônico (HA) e de resíduos de 
condroitin-sulfato proteoglicano (CS). Essas hialuronidases são hidrolases do tipo 
endo-β-N-acetil-D-hexosaminidase, que geram resíduo terminal N-acetilglucosamina 
após a clivagem do HA. Sua provável contribuição no quadro dermonecrótico 
consiste na extensão das lesões dermonecróticas e no espalhamento gravitacional 
(Da Silva, Da Silveira et al., 2004; Da Silveira, Chaim et al., 2007; Gremski, Da 
Silveira et al., 2010). Recentemente Ferrer e colaboradores (2010) clonaram, 
expressaram e purificaram uma isoforma de hialuronidase na forma ativa presente e 
está em processo de caracterização. O efeito tóxico do veneno se deve à atividade 
em conjunto dos diferentes constituintes, ou seja, um efeito tóxico sinérgico (Geren, 
Chan et al., 1976).  
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Além disso, através de um transcriptoma da glândula produtora de veneno 
de Loxosceles intermedia foi possível identificar a presença de outras toxinas. Como 
por exemplo, a de um alérgeno de L. intermedia, composto por 415 aminoácidos que 
possui peptídeo sinal de endereçamento para o retículo endoplasmático, típico de 
proteínas secretadas. Segundo Ferrer e colaboradores (2010), o alérgeno pertence 
à família CAP (proteínas ricas em cisteína) e possui alta similaridade com espécies 
de outros artrópodes como o parasita (Ixodes scapularis) e a aranha de jardim 
(Lycosa singoriensis). Esse fator alergênico pode ser capaz de desencadear reação 
alérgica e participar no desenvolvimento do Rash cutâneo observado nos acidentes 
com aranha marrom. 
A proteína TCTP, do inglês Translationally Controlled Tumor Protein, foi 
também identificada na glândula de veneno de L. intermedia, e acredita-se que seja 
uma proteína regulada a nível traducional. Diversos trabalhos descrevem a TCTP 
em outros organismos e tecidos. Alguns autores costumam nomeá-las de acordo 
com suas características especificas como, fortilina, relacionado com sua atividade 
antiapoptótica e HRF (do inglês histamine releasing factor), que enfatiza a sua 
atividade extracelular e consequente liberação de histamina. Essa toxina apresenta 
baixa massa molecular (aproximadamente 20 kDa) e é amplamente expressa em 
diversos organismos e em 26 tecidos humanos, o que aponta para um papel 
fundamental em vias bioquímicas ou de sinalização. Extracelularmente, tem sido 
caracterizada por sua capacidade de degranular mastócitos provocando a liberação 
de histamina, normalmente em pacientes parasitados ou com alergia. Esta liberação 
de histamina pode ser dependente ou independente de IgE e acredita-se que possa 
existir a participação de um receptor específico de TCTP que leva à ativação dos 
mastócitos (Sade, 2009). 
As isoformas de peptídeos inseticidas foram inicialmente descritas no 
veneno de Loxosceles intermedia (LiTx1, LiTx2 e LiTx3) por Castro e colaboradores 
(De Castro, Silvestre et al., 2004)  e mais recentemente foi identificada uma nova 
isoforma LiTx4. Esses inseticidas pertencem à superfamília das Knottinas, porque 
são pequenas proteínas ricas em pontes dissulfeto e possuem um “nó” de cistina. 
Esses componentes do veneno caracterizados biologicamente são polipeptídeos 
com massas moleculares variando de 5,6 – 7,9 kDa, e apresentaram atividade 
inseticida contra pragas altamente destrutivas, como Spodoptera frugiperda e 
Spodoptera cosmioides. De acordo com Gremski e colaboradores (2010) as 
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seqüências mais abundantes encontradas no transcriptoma de L. intermedia indicam 
que é a LiTx3 o peptídeo mais expresso na glândula produtora de veneno (Figura 
13). A maioria desses peptídeos tóxicos parece ter como alvo muito específico 
subtipos de canais iônicos, receptores e transportadores localizados no sistema 
nervoso periférico ou central. 
Recentemente, Gremski e colaboradores (2010) revelaram a presença de 
transcritos com grande similaridade com outra classe de peptídeos ligantes de 
canais iônicos.  Esses peptídeos são bastante parecidos com neurotoxina “Magi 3” 
isolada do veneno da aranha Macrothele gigas. A Magi 3 é um peptídeo com massa 
molecular de 5,2 kDa e mostra efeito inibitório especifico sobre canais de sódio de 
insetos. Essa propriedade é associada à habilidade de causar paralisia nos insetos, 
embora ainda não seja possível assegurar que tenha ação apenas sobre canais de 
sódio ou se também apresenta atividade inibitória sobre canais de cálcio (Gremski, 
Da Silveira et al., 2010)  
Nesse mesmo transcriptoma também foi verificada a presença de um 
inibidor de serinoprotease com similaridade com outros inibidores encontrados em 
diversos venenos, como, por exemplo, a Textilin-1 isolada do veneno da serpente 
Pseudonaja. Essa molécula se liga e bloqueia a atividade de serinoproteases, como 
da plasmina e da tripsina (Gremski, Da Silveira et al., 2010). 
Estudos de identificação, caracterização bioquímica e investigação efeito 
biológico das toxinas presentes no veneno de L. intermedia vêm sendo 
intensamente realizados. Entretanto, as atividades biológicas destas e de outras 
toxinas ainda não descritas, com possível aplicação biotecnológica, necessitam ser 
identificadas e melhor caracterizadas bioquimicamente. A clonagem e a expressão 
heteróloga de proteínas, possíveis com o advento da tecnologia do DNA 
recombinante e das ferramentas de estudo proporcionadas pela Biologia Molecular 
têm auxiliado na caracterização bioquímica dos venenos de Loxosceles, bem como 
na investigação de seus efeitos biológicos, proporcionado conhecimento científico de 
aplicação biotecnológica, o desenvolvimento de drogas farmacêuticas e de modelos 
de obtenção de fármacos para o tratamento dos eventos patológicos associados à 
picada das aranhas do gênero Loxosceles.  
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1.5 Fosfolipases-D (PLD) 
 
A ação completa do veneno loxoscélico pode ser melhor compreendida 
quando se avalia a ação de sua principal toxina: uma fosfolipase-D. Inicialmente, 
esta toxina foi denominada esfingomielinase-D (SMase-D), porém, como essa 
enzima demonstrou ser capaz de hidrolisar amplo espectro de fosfolipídios esse 
termo tornou-se muito limitado para descrevê-la (Lee e Lynch, 2005). As 
fosfolipases-D caracterizadas nos diferentes venenos de espécies de Loxosceles 
estudados correspondem a enzimas de massas moleculares muito próximas entre si, 
e têm sido consideradas como isoformas de uma mesma enzima (Tavares, Peichoto 
et al., 2011). 
A presença de várias isoformas reflete um processo evolucionário comum 
encontrado no veneno da glândula das aranhas e este é o caso da Loxosceles 
intermedia. Várias isoformas possuem função biológica específica (como 
dermonecrose e/ou atividade esfingomielinásica) e essas características parecem 
ser úteis contra uma variedade de presas.  
Kalapothakis e colaboradores (2007) isolaram sequências de cDNA 
codificantes para toxinas dermonecróticas e nomearam esse conjunto de enzimas 
como uma família, denominada Loxtox. Com base nas sequências aminoacídicas, 
reuniram 6 grupos distintos dentro dessa família de toxinas. Ainda nesse estudo, 
verificaram que esses níveis de identidade eram significativos, estando entre 55% e 
99%. Isso reflete, em particular, a conservação dos resíduos de aminoácidos 51-54 
no loop B catalítico (domínio PCDC/S), 191-196 no loop F (domínio S/GDGITN) e 
272-275 (domínio D/ENPW) presentes na região C-terminal. Além disso, existe 
também conservação do sítio catalítico, como os resíduos de aminoácidos H12, E32, 
D34, H48, D92 e K94.  
As fosfolipases-D (30–35 kDa) são proteínas de domínio único que se 
dobram em um “TIM (α/β)8 barrel” com a inserção de outras folhas-β e uma α-hélice 
(Figura 14). Esta enzima apresenta um loop catalítico (azul), um loop variável 
(verde), um loop flexível (vermelho) e outros loops curtos que cercam o sítio ativo 
(Figura 14). O loop catalítico contém um resíduo catalítico importante, a His47, que 
forma um gancho, devido à presença de uma ponte de dissulfeto (Cys51-Cys57). 
Uma rede de ligações de hidrogênio assegura a correta orientação do hairpin em 
relação ao núcleo da proteína. Essas enzimas podem ser agrupadas em duas 
  
classes com base na sua sequência
Fernandes-Pedrosa et al.
representada pela PLD 
apenas uma única ponte
(loop variável). Já a Classe
(Cys53-Cys201) intra-cadeia 
Dependendo de sua capacidade
classes IIa (maior atividade catalítica
Fernandes-Pedrosa et al.
Fernandes-Pedrosa et al.
Mg2+ e dois resíduos de histidina (His12 e His47), que são estritamente
em ambas as classes de PLDs 
íon de Mg2+ é hexacoordenado pelos oxigênios da 
por uma molécula de água (figura 15
procedimento de cristalização
et al., 2011). 
Figura 14: Alinhamento estrutural entre a LiRecDT1 de 
II) e a PLD I de 
esfera verde. Os 
vermelho e verde, respectivamente. As cores escuras e as cores claras se 
referem a LiRe
apresentadas por barras laranja. Modificado a partir 
, estruturas e dados bioquímicos
, 2006; De Giuseppe, Ullah et al., 2011)
I de Loxosceles laeta, é caracterizada pela presença
 dissulfeto (Cys51-Cys57) e um circuito hidrofóbico alargado
 II compreende PLDs que contêm uma
adicional ligando o loop flexível
 de hidrolisar esfingomielina, são
) e IIb (menos ativa ou inativa
, 2005; De Andrade, Murakami et al.
, 2006). O sítio catalítico é vinculado à 
do veneno da aranha. Na estrutura da LiRecDT1, o
carboxila Glu32, Asp34, Asp91 e 
) e dois oxigênios do PEG4 utilizado no 
 (De Giuseppe, Ullah et al., 2011; Ullah, De Giuseppe
Loxosceles intermedia
Loxosceles laeta (classe I). O íon Mg2+
loops catalíticos, flexíveis e variáveis 
cDT1 e PLD I, respectivamente. As pontes dissulfeto são 
de Giuseppe 
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Na classe II de PLD, o 
parcialmente oclui uma fissura eletronegativa que leva ao sítio ativo na classe I de 
PLD (Figura 16). Isso resulta em uma redução volumétrica da cavidade que forma o 
sítio catalítico da classe II PLD. Além da ausência de uma ponte dissulfeto que liga o 
loop catalítico ao loop flexível, a protrusão do 
também contribuir para o alargamento da fissura em torno do sítio catalítico da 
classe I de PLD (Figura 1
pelos loops catalítico e flexível na classe II de PLD, mas está exposta na classe I de 
PLD, devido à ausência d
disso, de Giuseppe e colaboradores 
observadas na topografia e distribuição do potencial eletrostático, na região do sítio 
catalítico, entre as classes I e II de PLD
o substrato e afinidades diferentes pelo substrato.
Quanto à atividade enzimática, essas enzimas realizam a hidrólise da 
esfingomielina com a formação de ceramida
envolvidos em importantes fenômenos biológicos 
Idkowiak-Baldys et al., 2008; Montes, Lopez
Lynch (2005) mostraram que uma enzima de 34 kDa, clonada a partir da glândula 
 entre os aminoácidos na entrada do sítio ativo
em branco) e Classe IIb (átomos em amarelo
Murakami et al., 2006. 
loop flexível é deslocado para o 
loop variável e a substituição N137G 
6). Curiosamente, fissura eletronegativa está escondida 
a ponte dissulfeto que conectaria esses loops. A partir 
(2011) sugerem que essas diferenças 
s podem ter diferentes maneiras de orientar 
 
-1-fosfato (C1P) e colina, subprodutos 
(Hannun e Luberto, 2004; Kitatani, 
 et al., 2008). Recentemente, L
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loop catalítico e 
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produtora de veneno 
esfingomielina, mas um amplo espectro de fosfolipídios, como por exemplo, 
lisofosfolipídios, lisofosfatidilinositol, lisofosfatidilglicerol, ácido lisofosfatídico e ácido 
fosfatídico cíclico. De acordo com esses dados, 
(2004), utilizando uma toxina recombinante presente no veneno de 
caracterizada anteriormente como uma SMase
apresentava atividade de hidrólise sobre a lisofos
lisofosfatídico (LPA). Esse fosfolipídio é atualmente reconhecido como mediador 
lipídico pleiotrópico, que atua diretamente sobre determinados receptores 
relacionados com a sinalização intracelular via proteína G, e que s
em diferentes tipos celulares. Assim, através da geração do LPA a fosfolipase
poderia estar envolvida com fenômenos relacionados à agregação plaquetária, 
hiperpermeabilidade vascular e com a resposta inflamatória 
b; Haseruck, Erl et al., 2004)
 
Figura 16: Análise
solvente
direita) de 
Potencial
das estruturas e cavidades
Modificado a partir
de L. reclusa, foi capaz de hidrolisar não somente a 
Van Meeteren
-D, mostraram que a toxina 
fatidilcolina (LPC), gerando ácido 
(Anliker e Chun, 20
.  
 da superfície das classes I e II de PLD com vista acessível ao 
. (A) superfície eletrostática da classe I (à esquerda) 
PLDs são coloridas pela carga, vermelho 
 eletrostático foi calculado usando solvente PBEQ
 (ciano) na respectiva classe
 de Giuseppe et al., 2011. 
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Murakami e colaboradores (2006) reportaram estudos estruturais, através de 
cristalografia por difração de raios
veneno de L. laeta. Descreveram, também, o mecanismo catalítico de
esfingomielina resultando na formação de (C1P) e colina, via íon dependente (Mg
em um mecanismo ácido
catalítico da enzima (His12 e His47). Na Figura 17
catalítico (resíduos 46-60), que conté
presença de uma ponte dissulfeto (Cys51 
sugerida a participação do íon Mg
estabilização do “fosfonato” da
coordenado tetraedricamente por três resíduos de aminoácidos (Glu32, Asp34 e 
Asp91) e uma molécula de água. 
Há indicações que a His47 comporta
processo de hidrólise, pois ataca a ligação fosfod
um átomo de hidrogênio para o intermediário penta
formação da colina. Presumidamente, a His12 desprotonada é capaz de retirar um 
próton da molécula de água, iniciando um segundo ataque nucléo
intermediário de reação, que, dessa vez, resulta na formação e liberação da 
ceramida-1-fosfato, como ilustrado na Figura 1
 
 
Figura 17: Mecanismo catalítico da fosfolipase
na formação de (C1P) e colina, via íon dependente (Mg
ácido-base envolvendo duas histidinas (His12 e His47) presentes
catalítico da enzima. 
 
-X, de uma isoforma de fosfolipase
-base envolvendo duas histidinas presentes no sitio 
, pode-se observar o 
m o importante resíduo H47 e o 
– Cys57). Neste mesmo estudo foi 
2+
, presente no sítio catalítico, na coordenação e 
 esfingomielina durante a hidrólise. O íon Mg
 
-se como o nucléofilo, a qual inicia o 
iéster do substrato. Já a His12 doa 
-coordenado, o que resulta na 
7. 
-D. A hidrólise da esfingomielina
Adaptado de Murakami et al., 2006.
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Andrade e colaboradores (2006) descreveram uma análise estrutural 
comparativa entre a SMase de L. laeta,  SMase1 e SMase2 de L. intermedia (ambas 
isoformas recombinantes de fosfolipase-D). Nessa análise observou-se que os 
aminoácidos envolvidos na catálise e no sítio de ligação ao íon metálico são 
estritamente conservados. Uma diferença encontrada entre elas é uma ponte 
dissulfeto adicional nas toxinas de L. intermedia.  Foi demonstrado, também, que a 
SMase1 hidrolisa esfingomielina com menor eficiência que a SMase2. Essa menor 
atividade esfingomielinásica foi atribuída à substituição de um aminoácido na 
posição 203 (Pro→Leu), que alterou a hidrofobicidade do canal, que poderia 
desempenhar um papel no reconhecimento do substrato. Assim, pequenas 
modificações estruturais, tais como substituições sobre a superfície dos loops, 
podem afetar a atividade enzimática. Isso sugere, que além do sitio ativo das PLDs, 
existem outras regiões estruturais que participam no reconhecimento e ligação ao 
substrato. 
A principal importância da atividade catalítica dessas fosfolipases-D se deve 
ao metabolismo da esfingomielina, considerando que a ação dessas toxinas é 
decisiva na patogênese decorrente do acidente com aranha marrom. Acredita-se 
que os metabólitos da esfingomielina possam modular uma variedade de eventos 
biológicos, que englobam desde a proliferação e diferenciação celular até 
fenômenos de apoptose (Anliker e Chun, 2004a; b; Marchesini e Hannun, 2004; 
Eyster, 2007a; b; Tani, Ito et al., 2007).  A ceramida-1-fosfato é uma molécula 
lipídica bioativa capaz de estimular a proliferação celular por aumento da síntese de 
DNA, inibir esfingomielinase ácida, bloquear a síntese de ceramida e ativar 
diretamente a fosfolipase-A2 induzindo a produção de eicosanóides (Pettus, 
Bielawska et al., 2004; Lamour e Chalfant, 2005; Pettus, Kitatani et al., 2005).  
 
 
 
1.6 A Atividade hemolítica do veneno 
 
Muitos estudos experimentais utilizando venenos de animais têm sido 
realizados, muitas vezes são observados distúrbios hemostáticos, tais como eventos 
hemolíticos e hemorrágicos, sendo frequentemente associados com a atividade 
enzimática dos componentes desses venenos. O sistema complemento muitas 
vezes participa do processo hemolítico induzido por esses venenos. No caso do 
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envenenamento com a aranha-marrom, parece existir a indução e a ativação do 
complemento, o que facilita a hemólise (Futrell, 1992; Da Silva, Da Silveira et al., 
2004; Tambourgi, Gonçalves-De-Andrade et al., 2010). Tambourgi e colaboradores 
(2000) verificaram que uma proteína de 35 kDa, purificada a partir do veneno total 
da L. intermedia, atua sobre a superfície de eritrócitos humanos promovendo a 
ativação do sistema complemento tanto pela via clássica quanto pela via alternativa, 
provocando hemólise complemento dependente. Acredita-se que a via clássica do 
sistema complemento seja ativada através da perda da assimetria da membrana 
eritrocitária, resultante da externalização de fosfatidilserina. A fosfatidilserina tem 
sido reportada como capaz de ativar o sistema complemento e, com isso, levar à 
formação do complexo de ataque à membrana (CAM), resultando em hemólise 
(Tambourgi, De Sousa Da Silva et al., 2002). Finalmente, quando eritrócitos foram 
tratados com a fosfolipase-D recombinante de L. intermedia e incubados com soro 
humano C8-depurado (molécula que estabiliza a formação do complexo de ataque à 
membrana), observou-se aumento de C1q, uma proteína da via clássica do sistema 
complemento, que possui a capacidade de ligar anticorpo e promover a ativação do 
sistema complemento (Tambourgi, Pedrosa et al., 2007). Acredita-se também, que 
outro possível mecanismo de indução da hemólise complemento dependente seria a 
ativação de uma metaloprotease endógena pela fosfolipase-D presente no veneno 
da aranha marrom. Essa metaloprotease endógena clivaria as glicoforinas presentes 
na superfície dos eritrócitos, tornando-os susceptíveis a hemólise pelo complemento 
(Tambourgui et al., 2000). 
O efeito hemolítico induzido pelo veneno da aranha Loxosceles é 
demonstrado com base nas características clínicas e laboratoriais observadas em 
vítimas dos acidentes. Essas características incluem níveis elevados de creatina 
quinase, hematúria, hemoglobinúria, proteinúria e choque (Williams, Khare et al., 
1995; Lung e Mallory, 2000). Os modelos animais confirmaram os dados clínicos dos 
pacientes envenenados, mostrando sinais de hemólise e lesões renais após veneno 
exposição. Estudos prévios caracterizaram uma toxina com atividade fosfolipase-D 
com base em sua atividade de hidrólise sobre fosfolipídios, como a esfingomielina 
(Futrell, 1992). Os metabólitos que são gerados por essa enzima, como o ácido 
lisofosfatídico e ceramida-1-fosfato, podem ativar vias de sinalização em diferentes 
células e provocar alterações fisiopatológicas, como a resposta inflamatória, 
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agregação plaquetária, aumento da permeabilidade dos vasos sanguíneos e 
hemólise (Anliker e Chun, 2004a; b; Lee e Lynch, 2005).  
Recentes estudos indicam que as isoformas recombinantes dessa 
fosfolipase-D da glândula produtora de veneno de L. intermedia e uma isoforma 
mutada no sítio catalítico da enzima (H12A) participam diretamente do evento tóxico 
observado e que essa atividade é dependente da atividade dessas enzimas. Os 
dados experimentais apóiam também o envolvimento direto da atividade fosfolipase-
D na atividade hemolítica evocada pelo veneno da aranha marrom. Recentemente 
alguns autores (Chaves-Moreira, Souza et al.; Chaves-Moreira, Chaim et al.) em 
2009 e 2011 demonstram um efeito hemolítico direto em eritrócitos humanos 
expostos a fosfolipase-D recombinante selvagem. Essa toxina (LiRecDT1) induz 
hemólise de maneira dependente da concentração e tempo de exposição. A 
citotoxicidade dessa toxina foi adicionalmente confirmada por alterações dos 
eritrócitos que incluem poiquilocitose e anisocitose. Além disso, a hemólise 
observada após a exposição das células vermelhas do sangue com a toxina não é 
dependente dos sistemas ABO e Rh, uma vez que os eritrócitos lavados dos grupos 
A, B e O, bem como Rh positivo e negativo foram lisadas de uma maneira similar 
após o tratamento com a toxina. Esses resultados suportam a hipótese de que essa 
reação não depende da compatibilidade do grupo sanguíneo. No entanto, a 
hemólise direta é dependente da espécie animal, uma vez que ovinos, humanos e 
roedores mostram porcentagem de hemólise diferentes. Acredita-se que quanto 
maior a porcentagem de esfingomielina maior é a susceptibilidade à fosfolipase-D. 
A ligação da LiRecDT1 sobre os eritrócitos também causa reorganização 
lipídica da membrana plasmática, onde foi observada a externalização de 
fosfatidilserina. Tem sido demonstrado que aumentos nos níveis de ceramida após a 
ativação de esfingomielinases são um dos mecanismos que promovem a exposição 
fosfatidilserina nos eritrócitos. Foi mostrado também que esses efeitos são inibidos 
por quelantes de metais bivalentes, como EDTA, EGTA e 1,10-fenantrolina, que 
eficientemente inibem a lise das células humanas. Estes resultados suportam a idéia 
de que um íon metálico divalente é necessário para a atividade biológica da toxina 
na hemólise. Esses dados estão de acordo com os dados da literatura, sugerindo 
que a fosfolipase-D do veneno da aranha marrom contém um sítio de coordenação 
de magnésio, que desempenha um papel essencial na catálise enzimática.  O 
envolvimento do sítio catalítico da toxina fosfolipase-D do veneno no processo de 
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hemólise foi finalmente provado através de uma mutação sítio dirigida na 
fosfolipase-D. No domínio catalítico desta isoforma, uma histidina (um aminoácido 
básico, carregados positivamente) na posição 12 foi substituído por um resíduo de 
alanina (aminoácido não polar) – LiRecDT1 H12A (Chaves-Moreira, Souza et al.; 
Chaves-Moreira, Chaim et al., 2009; Chaim, Trevisan-Silva et al., 2011). Os 
eritrócitos humanos expostos a toxina mutada (mesmo em concentrações mais 
elevadas do que aquelas usadas para a toxina selvagem) ao longo do tempo não 
mostrou hemólise. Da mesma forma, a mutação da toxina também bloqueou a 
atividade esfingomielinase-D desta enzima, demonstrando que as moléculas de 
esfingomielina na superfície celular dos eritrócitos estão envolvidas na lise dessas 
células. Algumas evidências indicam que a LiRecDT1 H12A ainda consegue 
interagir com a membrana do eritrócito, mas esta não resulta em mudanças 
morfológicas.  
Porém, qual é o mecanismo pelo qual as toxinas fosfolipase-D do veneno da 
aranha marrom causa a hemólise direta de células? Acreditamos que a correlação 
direta entre a atividade da fosfolipase D e hemólise é devido ao fato de que as 
fosfolipases do veneno da aranha marrom podem gerar ceramida-1-fosfato e ácido 
lisofosfatídico, que são conhecidos metabólitos bioativos que induzem reações 
patológicas, como inflamação e agregação plaquetária (Anliker e Chun, 2004a; b; 
Haseruck, Erl et al., 2004; Pettus, Bielawska et al., 2004; Chalfant e Spiegel, 2005; 
Pettus, Kitatani et al., 2005). Assim, pela geração de mediadores lipídicos a partir da 
membrana dos eritrócitos, a fosfolipase-D do veneno estimula mudanças estruturais 
da membrana citoplasmática (tais como a exposição de fosfolipídios carregados 
negativamente como fosfatidilserina). Isso, então, torna as membranas de células 
mais suscetíveis ao estresse fisiológico e, finalmente, contribui para a hemólise.  
Sabe-se que a α-toxina de Clostridium perfringens, que exibe atividade 
fosfolipase-C (PLC) induz a hemólise de eritrócitos de carneiro devido à ativação do 
metabolismo da esfingomielina e da formação de esfingosina-1-fosfato (Ochi, 
Hashimoto et al., 1996; Ochi, Miyawaki et al., 2002; Ochi, Oda et al., 2003). 
Recentemente, foi demonstrado também que a hemólise causada por essa toxina 
requer a participação de uma esfingomielinase endógena (Sakurai, Nagahama et al., 
2004; Oda, Ikari et al., 2006; Oda, Matsuno et al., 2008) e muitas das alterações 
morfológicas observadas como, por exemplo, blebbing de membrana e redução do 
tamanho, e exposição de fosfatidilserina na membrana externa são características 
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de morte dos eritrócitos (eryptosis) (Lang, Kaiser et al., 2003; Lang, Lang et al., 
2005; Lang, Kempe, Myssina et al., 2005; Lang, Kempe, Tanneur et al., 2005; Lang, 
Huober et al., 2006; Foller, Huber et al., 2008; Foller, Sopjani et al., 2009). Um dos 
caminhos estabelecidos para acionar a sinalização de eryptosis envolve a ativação 
de uma fosfolipase-A2 endógena pela ceramida. Os níveis e efeitos da ceramida 
estão associados com aumento intracelular da concentração de Ca2+ (Chalfant, 
Szulc et al., 2004; Chalfant e Spiegel, 2005; Lamour e Chalfant, 2008; Lamour, 
Subramanian et al., 2009). Com base nos dados expostos acima, desencadeou a 
elaboração dessa presente tese, que procura elucidar quais são os mecanismos 
moleculares e vias de sinalização envolvidas na hemólise induzida pela fosfolipase-
D.  
Por fim, considerando tudo o que foi exposto sobre o quadro grave de 
loxoscelismo e avaliando as consequências desencadeadas pelos efeitos do veneno 
de aranhas-marrom, como por exemplo, o afastamento do trabalho, os prejuízos à 
saúde dos acidentados, o risco de vida e as sequelas deformantes que permanecem 
mesmo após a recuperação das vítimas, fica evidente a necessidade de uma melhor 
compreensão da atividade tóxica do veneno de L. intermedia, assim como de 
estudos detalhados dos mecanismos envolvidos na patogênese desses acidentes 
que propiciem novos métodos de diagnóstico e tratamento do loxoscelismo. 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Lagarta: 
“Lonomia obliqua” 
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1.7 Lagartas do gênero Lonomia 
 
As lagartas compreendem uma das fases do ciclo de vida das mariposas e 
borboletas (forma adulta da ordem Lepidoptera) (Diaz, 2005a; b). As mariposas do 
gênero Lonomia, possuem hábitos noturnos e vivem de 8 a 10 dias. Neste período, 
não se alimentam, apenas acasalam. Fazem a postura dos ovos em folhas de 
plantas que servirão de alimento para as futuras lagartas. Os ovos permanecem 
incubados de 15 a 30 dias (Lorini e Corseuil, 2001). Após esse período, eles se 
rompem, surgindo então as taturanas (forma larval). À noite, as lagartas se 
alimentam das folhas da planta hospedeira. Durante o dia, ficam agrupadas no 
tronco, em repouso. Esta fase dura em média 90 dias. Após crescerem, descem 
para as partes mais baixas do tronco, próximo ao solo, onde se transformarão em 
pupas. Neste período, causam o maior número de acidentes. As pupas permanecem 
no solo sob restos vegetais por um período que pode variar de 30 a 100 dias, 
dependendo das condições climáticas. Após esse período, emergem das pupas as 
mariposas, reiniciando o ciclo na natureza. Ovos, pupas e mariposas do gênero 
Lonomia não causam acidentes (Figura 18). 
Essas lagartas podem ser encontradas em vários ecossistemas pelo mundo 
(Balit, Geary et al., 2003). Algumas vezes causando problemas em humanos como 
urticária, outros sérios problemas de saúde, e outras ainda como pragas agrícolas 
(Berger, Reck et al., 2010). Embora essas lagartas possam ser encontradas em 
várias regiões, apenas algumas especies são realmente capazes de promover 
danos em humanos (Alvarez-Flores, Furlin et al.; 2010). Quatro espécies estão 
envolvidas em acidentes humanos graves e fatais: Lonomia obliqua, Lonomia 
achelous, Lonomia descimoni, Lonomia diabolus (Tabela 5).  
O gênero Lonomia inclui 26 espécies encontradas no continente americano 
(Ziereis, 2011). No Brasil encontramos quatro espécies dessas lagartas, como o 
ilustrado na Figura 20. A Lonomia achelous é encontrada na Bolívia, Venezuela, 
Colômbia, Equador, Guiana Francesa, no norte do Brasil, Peru e Suriname. A 
Lonomia descimoni é encontrada na  Bolívia, Colômbia, Equador, Guiana Francesa, 
Peru, Suriname, e norte do Brasil. A Lonomia diabolus é encontrada no norte do 
Brasil e na Guiana Francesa. Já a Lonomia obliqua é encontrada Argentina, sul do 
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Brasil e no Uruguai. Essa espécie é considerada um problema de saúde pública no 
sul do país, pois o índice de acidentes é elevado (Hossler, 2009; Ziereis, 2011).  
 
 
Espécie Característica Dados adicionais 
 
 
 
L. achelous 
 
 
 
 
L.a. Cramer, 1777 
 
 
 
L. descimoni 
 
 
 
 
L. d. Lemaire, 1972 
 
 
 
 
L. diabolus 
 
 
 
 
 
L. d. Draudt, 1929 
 
 
 
 
 
L. obliqua 
 
 
 
 
 
 
L.o. Walker, 1855 
 
Tabela 5: Lagartas pertencentes ao gênero Lonomia presentes no Brasil. Modificado a 
partir de Ziereis, 2011. 
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Figura 18: Ciclo de vida das Lagartas do gênero Lonomia. (A) Casal de Mariposas Lonomia 
sp. (B) Postura dos ovos de Lonomia obliqua. (C) Lagarta do sexto ínstar de L. 
obliqua, vista dorsal. (D) Pupas de L. obliqua: vista ventral, vista lateral e vista 
dorsal. Modificado a partir de Lorini e Corseuil, 2001. 
 
 
 
Figura 19: Fase larval da Lonomia obliqua. Têm cor marrom esverdeada e espinhos 
ramificados em forma de pinheiro, de cor verde. Um caráter distintivo é uma 
mancha branca em forma de "U" no dorso. (A) Estágio larval da Lonomia 
obliqua (6º instar). (B) Cerdas da L. obliqua em detalhe. Modificado a partir de 
Pinto, Berger et al., 2010. 
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1.8 Epidemiologia 
 
Desde 1989, o número de acidentes com humanos causados por lagartas da 
espécie Lonomia obliqua tem aumentado na região sul do Brasil (Diaz, 2005b). 
Atualmente a lagarta Lonomia está identificada em 67 municípios (16%) do Estado 
do Paraná, mas em 13 municípios não ocasionaram acidentes (Rubio, 2001b). 
 Segundo a Sra. Edla Marília Rigoni da Secretaria Estadual de Saúde, no 
ano de 2010 foram registrados 48 casos no estado do Paraná, sendo que a cidade 
mais atingida foi Pato Branco com 19 casos (Gráfico 8). A incidência de casos letais 
é bastante relevante, com 55 óbitos registrados até o momento. A taxa de 
mortalidade relatada é de 2,7% como ilustrado pela figura 20 (Rubio, 2001a). Em 
sua maioria as vítimas são do sexo masculino (61%) (Gráfico 9), a faixa etária mais 
atingida é entre 5 e 9 anos (45%) (Gráfico 10), e as mãos são os locais de contato 
mais comuns (38%) (Gráfico 11).  
 
Figura 20: Distribuição geográfica das espécies de Lonomia presentes no Brasil. 
Modificado a partir de Espindula, Ferraz et al., 2009. 
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Gráfico 8: Incidência de acidentes com Lonomia obliqua no estado do Paraná nos 
últimos dois anos. Fonte: SESA/DEVA/DVVZI-SINAN. *Dados atualizados em 
06/04/2011. **Com permissão de Edla Marilia Rigoni. 
 
 
Gráfico 9: Distribuição da lagarta Lonomia e acidentes no estado do Paraná de 1989 a 
2008*.   Fonte: SESA/DEVA/DVVZI-SINAN. **Com permissão de Edla Marilia 
Rigoni. 
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Gráfico 10: Incidência de acidentes com Lonomia sp. no estado do Paraná entre 1995 a 
2001, de acordo com o sexo. Fonte: SESA/DEVA/DVVZI-SINAN. **Com 
permissão de Edla Marilia Rigoni. 
 
Gráfico 11: Incidência de acidentes com Lonomia sp. no estado do Paraná entre 1995 a 
2001, de acordo com a faixa etária da vítima. Fonte: SESA/DEVA/DVVZI-
SINAN. **Com permissão de Edla Marilia Rigoni. 
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Gráfico 12: Incidência de acidentes com Lonomia sp. no estado do Paraná entre 1995 a 
2001, de acordo com o local de contato. Fonte: SESA/DEVA/DVVZI-SINAN. 
**Com permissão de Edla Marilia Rigoni. 
 
 
Gráfico 13: Coeficiente de letalidade por animal peçonhento no estado do Paraná de 
1989 a 2000. Fonte: SESA/DEVA/DVVZI-SINAN. **Com permissão de Edla Marilia 
Rigoni. 
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1.9 O acidente com as lagartas do gênero Lonomia 
 
A síndrome associada ao acidente com lagartas é conhecida como Erucismo 
e o Lepidopterismo é a síndrome desenvolvida pelo contato com as mariposas 
adultas de lepidópteros que é de relevância clínica mais limitada (Battisti, Holm et 
al.; 2011). O contato com as cerdas da lagarta provoca sintomas que variam de 
reações cutâneas leves a reações sistêmicas graves, dependendo da espécie 
envolvidas e as condições físicas da vítima, por exemplo, saúde, idade e peso 
corporal. Às vezes, o contato com os cabelos no ar ou com uma lagarta morta é 
suficiente para causar reações adversas (Balit, Geary et al., 2003; Maier, Spiegel et 
al., 2003). Os sintomas mais comuns incluem uma sensação de ardor, dermatite 
urticante e lesões na pele (Vega, Vega et al., 2004). Algumas vezes podem ocorrer 
casos de alergia (Vega, Moneo et al., 1997; Vega, Moneo et al., 1999; Vega, Moneo 
et al., 2000), lesões oculares (Sood, Tuli et al., 2004), osteocondrite, distúrbios 
hemostáticos, assim como distúbios renais e cerebrais (Da Silva, Campos et al., 
1996; Reis, Kelen et al., 1999).  
As cerdas dessas lagartas são espinhos rígidos preenchidos com uma 
secreção tóxica, veneno, que respondem à estimulação mecânica liberando o seu 
na pele da vitima quando precionada (Figura 21 e 22) (Battisti, Holm et al.; 2011). 
Após o contato das cerdas de L. obliqua com a pele ocorre um forte processo 
inflamatório decorrente da presença do material que costitui as cerdas (quitina) e do 
seu conteúdo (veneno). 
Na figura 23 podemos observar alguns sinais decorrentes do acidente com a 
Lonomia obliqua. Os principais sinais observados são ardência local, dor, eritema, 
edema, cefaléia, náuseas e vômito (Da Silva, Campos et al., 1996; Donato, Moreno 
et al., 1998; Arocha-Pinango e Guerrero, 1999; Reis, Kelen et al., 1999; Veiga, 
Blochtein et al., 2001), hematomas, hematúria, equimose (Arocha-Pinango, Marval 
et al., 2000; Arocha-Pinango e Guerrero, 2001; Zannin, Lourenco et al., 2003; 
Corrêa, Siqueira-Batista et al., 2004a; Da Silva, Hyslop et al., 2004) anemia e 
leucocitose (Arocha-Pinango e Guerrero, 2001). Hemorragias podem ocorrer na 
pele, mucosa e vísceras (Zannin, Lourenco et al., 2003; Caovilla e Barros, 2004) As 
complicações potencialmente fatais incluem insuficiência renal aguda e hemorragia 
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intracerebral (Alvarez Flores, Zannin et al.; Pinto, Berger et al.; Alvarez Flores, 
Zannin et al., 2011). A insuficiência renal aguda é observada em 2% dos pacientes 
admitidos após contato com L. obliqua (Gamborgi, Metcalf et al., 2006), sendo que 
10% desses desenvolvem insuficiência renal crônica. Os pacientes com insuficiência 
renal aguda apresentaram maior freqüência de hematúria e maiores alterações nos 
parâmetros de coagulação. No entanto, a patogênese das complicações renais é 
desconhecida. Acredita-se que as alterações hemodinâmicas, como a isquemia 
renal com deposição maciça de fibrina nos capilares glomerulares estão associados 
a coagulação intravascular disseminada. O que não descarta possíveis ações 
diretas das toxinas do veneno nesta patogênese (Alvarez Flores, Zannin et al.; 
Berger, Reck et al.; Pinto, Berger et al.; Veiga, Pinto et al., 2003; Gamborgi, Metcalf 
et al., 2006; Alvarez-Flores, Furlin et al., 2010; Alvarez Flores, Zannin et al., 2011). 
Segundo Arocha-Piñango e Guerrero (2001) a ocorrência de insuficiência 
renal é mais frequente após o contato com a espécie L. obliqua quando comparada 
com a espécie L. achelous. Os processos fisiopatológicos envolvidos na síndrome 
hemorrágica em pacientes após contato com as cerdas de L. obliqua e de L. 
achelous ainda não são completamente conhecidos. Porém, em estudos com a 
espécie L. Achelous, Arocha-Piñango e colaboradores (2003) sugeriram que a 
síndrome hemorrágica resultante do contato com a lagarta é causada principalmente 
pela ativação da fibrinólise e pela ocorrência de uma leve coagulação intravascular 
disseminada (Arocha-Pinango e Guerrero, 2001; 2003).  
Além disso, os  pacientes afetados podem apresentar também 
prolongamento do  tempo de protrombina e tempo de tromboplastina parcial ativada. 
Observa-se ainda aumento no tempo de lise da euglobulina no plasma do paciente, 
indício de grave fibrinólise (Arocha-Pinango e Guerrero, 2003).  
A redução da contagem de plaquetas e diminuição dos níveis de fibrinogênio 
são observadas quando existe a ocorrência de coagulação intravascular 
disseminada. Essas alterações são responsáveis pela gravidade das manifestações 
de sangramento. Algumas vezes os parâmetros hemostáticos de pacientes mostram 
depleção total de fibrinogênio (coagulopatia grave)(Amarant, Burkhart et al., 1991; 
Levi, De Jonge et al., 2002; Zannin, Lourenco et al., 2003; Williams, Bellucci et al., 
2006).Todos estes dados indicam que a síndrome hemorrágica induzida pelo 
veneno de L. Obliqua é uma conseqüência da ativação intravascular sistêmica da 
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coagulação, levando a uma coagulopatia de consumo e ativação da fibrinólise 
secundária. 
 
 
 
 
 
Figura 21: Detalhe do conjunto de cerdas (Scoli) da lagarta Lonomia obliqua. (A) Imagem 
do Scoli com as cerdas de Lonomia obliqua. (B) Representação esquemática das 
espículas que constituem as cerdas das lagartas da Família Saturniidae. 
Modificado a partir de Battisti, Holm et al., 2011. 
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Figura 22: Ilustração do acidente com cerdas, indutores de inflamação e reações 
imunes na pele. Quando introduzidas nos tecidos, as cerdas induzem processos 
inflamatórios e imunológicos. Os macrófagos (Mφ) e outras células 
inflamatórias acumulam e tornam-se ativados. Algumas quitinases são 
sintetizadas pelas células da pele e essas quebram as cerdas quitinizadas. Os 
fragmentos de quitina, proteínas e outros componentes antigênicos são 
liberados. As proteínas das cerdas são absorvidas e processadas pelas células 
apresentadoras de antígenos (APCs) e apresentadas aos linfócitos, iniciando 
assim a proliferação de linfócitos e resposta imune específica. Os fragmentos de 
quitina  promovem a inflamação e proliferação de linfócitos (efeito adjuvante), 
levando a vários tipos de reações alérgicas e outras reações imunes. Além disso, 
outros componentes das cerdas podem contribuir para 
a inflamação e estimulação do sistema imunológico. O resultado final é o 
dano tecidual, manifestações clínicas e doenças. Modificado a partir de Battisti, 
Holm et al., 2011. 
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Figura 23: Vitima do contato na região cervical com a lagarta Lonomia obliqua. (A) 
Paciente E. F. M., sexo masculino, 15 anos, foi atendido na Emergência do 
Hospital São Vicente de Paulo em Passo Fundo (RS). (B) Equimose e edema 
submandibular e submentoniano, apresentando quadro obstrutivo de vias aéreas 
superiores com dispnéia progressiva de lenta evolução e coagulopatia devido ao 
contato com lagartas do gênero Lonomia há 48 horas. Modificado a partir de 
Basualdo, De Oliveira et al., 2008. 
 
 
1.10 Características bioquímicas do veneno de lagartas 
Os venenos de Lagartas não foram estudados tão extensivamente como os 
venenos de serpentes, escorpiões, aranhas, abelhas e vespas. Porém, entre os 
venenos de lagarta mais estudados estão aqueles das mariposas dos gêneros 
Thaumetopoea, Euproctis e Lonomia. As lagartas do gênero Thaumetopoea (família 
Notodontidae), vulgarmente conhecida como lagartas de árvore processionária ou 
lagarta do pinho, são encontrados principalmente na Europa, mas algumas espécies 
também são encontradas nos Estados Unidos, Ásia e África (Diaz, 2005a; b). As 
cerdas são tóxicas, e a principal toxina ativa é um libertador de histamina, de 28 kDa 
denominada “thaumetopoeina” (Lamy, Pastureaud et al., 1986). O contato com as 
cerdas pode desencadear desde manifestações mais simples, como dermatite até 
reações alérgicas e algumas vezes conjuntivite (Werno, Lamy et al., 1993; Maier, 
Spiegel et al., 2003). 
As lagartas do gênero Euproctis (família Lymantriidae) estão distribuídas 
mundialmente e são comumente conhecidas como mariposas de cauda marrom 
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(Diaz, 2005a; b). As cerdas dessa lagarta são urticantes e provocam dermatite e 
bronquite alérgica (Balit, Geary et al., 2003). O veneno dessas lagartas foi 
caracterizado parcialmente e contém hidrolases, fosfolipases e proteases. 
Já as lagartas do gênero Lonomia (família: Saturniidae) possuem veneno 
que afeta principalmente o sistema de coagulação, como mencionado anteriormente. 
Os efeitos adversos observados são sangramento difuso, insuficiência renal e lesão 
cerebral, podendo evoluir para óbito (Amarant, Burkhart et al., 1991; Arocha-
Pinango, Marval et al., 2000; Arocha-Pinango e Guerrero, 2001; 2003). Os acidentes 
são mais comuns em árvores frutíferas próximas de residências rurais, que 
geralmente contém “cachos de lagarta” (Corrêa, Siqueira-Batista et al., 2004a). Duas 
espécies de Lonomia são mais comumente envolvidas nos acidentes com humanos: 
a lagarta brasileira Lonomia obliqua (Walker) e a lagarta venezuelana Lonomia 
achelous (Cramer). Os acidentes envolvendo as duas espécies causam sinais 
clínicos similares, mas o mecanismo pelo qual causam os seus efeitos adversos 
parece ser diferente. Aparentemente o veneno da L. obliqua possui atividade pró-
coagulante e anticoagulante, enquanto o veneno de L. achelous tem apenas 
atividade pró-coagulante (Reis, Kelen et al., 1999; Reis, Portaro et al., 2001; Reis, 
Andrade et al., 2006).  
As principais toxinas identificadas no veneno de L. achelous são a Lonomin 
II, que possui atividade fibrinolítica direta e a Lonomin V, que degrada o fator de 
coagulação XIII (Arocha-Pinango, Marval et al., 2000; Arocha-Pinango e Guerrero, 
2003). 
Em extrato de cerdas de L. obliqua, duas toxinas pró-coagulantes foram 
identificadas: um ativador do fator X, chamado Losac (ativador do fator Stuart de L. 
obliqua) e um ativador de protrombina chamado Lopap (ativador de protrombina de 
L. obliqua) e proteases (Reis, Farsky et al., 2001; Alvarez Flores, Fritzen et al., 
2006). A Lopap parece ser um fator importante para o desenvolvimento da síndrome 
hemorrágica causada pelo contato com a essa lagarta (Reis, Kelen et al., 1999; 
Reis, Farsky et al., 2001). Nos últimos anos os estudos das propriedades biológicas 
do veneno presente nas cerdas da lagarta Lonomia obliqua e seus mecanismos de 
ação avançaram de forma bastante significativa.  
77 
 
Recentemente, a análise de bibliotecas de cDNA de cerdas de Lonomia 
obliqua, revelou a presença de Serinoproteases, Hialuronidase, cisteíno-proteases, 
Serpinas, fosfolipase A2 (PLA2), Lipocalinas, lectinas, proteínas antibacterianas, 
toxinas com domínio Knot, inibidor do tipo Kazal e Cininogênio neste tecido (Pinto, 
Berger et al.; Chudzinski-Tavassi e Alvarez Flores, 2005; Veiga, Ribeiro et al., 2005) 
(Gráfico 14). 
 
 
 
Gráfico 14: Distribuição das toxinas presente na cerda de L. obliqua. Percentagem dos 
clusters das toxinas presentes na biblioteca de cDNA das cerdas. Modificado a 
partir do transcriptoma de Veiga et al., 2005.  
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1.11 Fosfolipase A2 presente nas cerdas de Lonomia obliqua 
 
As Fosfolipases são quase universalmente presentes em venenos animais. 
Em especial a fosfolipase A2 é capaz de hidrolisar fosfolipídios de membrana, com a 
formação de ácido araquidônico e lisofosfolipídeos (Figura 24). Alguns autores 
acreditam que as fosfolipases A2 possam inibir a coagulação sanguínea, por meio da 
interação com fatores de coagulação ou ainda pela degradação de fosfolipídios 
envolvidos na coagulação (Veiga et al., 2005). Além disso, existem indícios de que 
essas fosfolipases A2 possuam efeitos antiplaquetários (Berger et al., 2010), 
neurotoxicidade (Shimabuku, Fernandes et al., 2011) cardiotoxicidade (Sampaio, 
Hyslop et al., 2010), miotoxicidade (Cotrim, De Oliveira et al., 2011), atividade 
hemolítica (Inagaki, Yamauchi et al., 2010) e capacidade de desenvolver inflamação 
alérgica (Lee e Kim, 2010).                        
Além disso, Veiga e colaboradores (1995) mostraram que as fosfolipases A2 
estão presentes nas cerdas de Lonomia obliqua e que apresentam homologia com 
outras fosfolipases A2 presentes em venenos de abelhas e escorpiões. Essas 
fosfolipases apresentam um domínio carboxi-terminal similar as fosfolipases A2 do 
Grupo III, cuja função está relacionada à liberação de ácido araquidônico nas 
células.  As enzimas do grupo III têm sido principalmente isoladas do veneno de 
lagartos e de abelhas, principalmente as do gênero Apis (Arni e Ward, 1996). As 
enzimas pertencentes à Classe III exibem um baixo grau de homologia tanto com o 
grupo, quanto comparado com as classes I e II de PLA2. No entanto, dois motivos 
mais comuns são evidentes: a região do sítio catalítico (32-39) na classe III e a 
região do sítio catalítico (44-51) nas classes I e II (-CCxxHDxC), assim como a 
região de coordenação ao íon cálcio no loop de ligação  na classe III (10-14)e nas 
classes I e II (28-32) (-W/YCGxG-). Apesar dessas diferenças globais na seqüência 
primária, secundária e terciária, elementos estruturais envolvidos na catálise e 
ligação aos íons cálcio são conservados entre as classes I, II e III de PLA2 (Arni e 
Ward, 1996). Pode-se citar, por exemplo, o motivo estrutural da PLA2 da classe III do 
veneno de abelha, formada pela ponte dissulfeto entre as duas hélices antiparalelas 
ligadas em conjunto com o loop de ligação ao Ca2+, inferindo uma estrutura 
conservada entre as PLA2 da Classe III (Scott, Otwinowski et al., 1990; Scott, White 
et al., 1990).  Os resíduos H34, D35, D64 e Y87 da PLA2 do veneno de abelha que 
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estão envolvidos na catálise também são estruturalmente conservados.  O resíduo 
His48 é estabilizado por uma ligação entre os átomos de oxigênio da carboxila do 
Asp66, que por sua vez é ligado ao hidrogênio do átomo de oxigênio da hidroxila do 
resíduo Tyr87. A His48, então se comporta como uma base de polarização e abstrai 
um próton de uma molécula de água, que em seguida, participa da formação de um 
intermediário tetraédrico. E dessa forma, após o colapso do intermediário e a 
liberação de produtos de hidrólise, três moléculas de água passam para o sítio ativo 
da enzima (Scott, Otwinowski et al., 1990; Scott, White et al., 1990). 
Na figura 24 podemos visualizar um mecanismo proposto inicialmente para a 
hidrólise do éster sn-2 dos fosfolipídios pelas PLA2, visto do sítio catalítico (Kuipers, 
Franken et al., 1990; Kuipers, Kerver et al., 1990; Kuipers, Van Den Bergh et al., 
1990; Thunnissen, Ab et al., 1990). Esse primeiro mecanismo proposto é baseado 
em estruturas de raios-X de alta resolução de várias PLA2 e pela conservação das 
características estruturais do sítio ativo, incluindo um Asp-His catalítico e um íon de 
Ca2+ ligados pelo loop catalítico (Figura 25A). Uma evidência adicional para este 
mecanismo veio a partir das estruturas de raios-X de diferentes PLA2 contendo um 
análogo fosfonato ligado ao fosfolipídeo, uma suposta transição do estado analógico 
do inibidor (Lambeau e Gelb, 2008). No entanto, um segundo mecanismo de catálise 
para as PLA2 foi proposto pelos mais recentes estudos cinéticos e de cristalografia 
realizados por Jain e Berg (2006). Este mecanismo envolve duas moléculas de água 
no sítio ativo, uma ligada ao cálcio (Figura 54D). Os dois mecanismos têm duas 
características comuns: a histidina que funciona como uma base geral para 
desprotonar uma molécula de água, e os íons de cálcio que estabilizam o oxiânion 
derivados do oxigênio da carbonila do substrato (Lambeau e Gelb, 2008). 
 
Figura 24: Reação catalisada pela PLA2. Pode-se observar a hidrólise do éster sn-2 de 1-
palmitoil-2 arachidonylphosphatidylcholine resultar em ácido araquidônico livre e 1-
palmitoil-lisofosfatidilcolina. Muitas PLA2s podem hidrolisar o éster sn-2 dos 
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fosfolipídios com outros grupos de cabeça polar e cadeias acil. Alguns substratos 
têm uma ligação éter na posição sn-1. Modificado a partir de Lambeau e Gelb, 
2008.          
 
 
 
Figura 25: Mecanismo geral de hidrólise das Fosfolipases A2. (A) O primeiro mecanismo 
proposto para a hidrólise de ésteres catalisada pelas PLA2: Uma molécula de água 
ligada ao nitrogênio do imidazol da histidina ataca o carbono da carbonila do 
substrato com uma transferência de prótons concomitante da água para o nitrogênio 
do imidazol. O carbono da carbonila do substrato permanece vinculado ao cálcio 
catalítico. (B) Em seguida é formado intermediário tetraédrico derivado do mecanismo 
mostrado no painel a. O oxiânion derivado do oxigênio da carbonila do substrato é 
estabilizado pela coordenação com o íon cálcio. (C) O análogo do fosfolipídeo-
fosfonato ligado no sítio ativo, revelado por cristalografia de raios-X. A estrutura 
indicada imita o proposto no painel b. (D) Mecanismo proposto, por Jain e 
colaboradores, com duas águas. A água ligada ao cálcio age como nucleófilo, e um 
próton desta água foi transferido para a segunda molécula de água com a 
transferência de prótons da água para o anel imidazol da histidina. (E) Formação dos 
intermédios tetraédricos derivados do mecanismo mostrado no painel d. Substrato, 
substrato intermediário derivado e inibidores são mostrados em azul. Modificado a 
partir de Lambeau e Gelb, 2008. 
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Os resíduos hidrofóbicos na superfície interna da hélice N-terminal são 
altamente conservados, assim como  a 'parede' que  forma o  canal hidrofóbico que 
dá acesso ao sítio catalítico. As contribuições adicionais para o canal hidrofóbico 
incluem o resíduo  19, que está localizado na única volta  helicoidal  após a hélice N-
terminal e o resíduo 31 localizado dentro do domínio de ligação do cálcio  (Figura 
26). 
Estudos de mutação sítio dirigida, em PLA2 da classe III, indicaram que o 
resíduo 31 está envolvido na ligação, orientação do substrato lipídico e na blindagem 
do sítio ativo pelo solvente (Kuipers, Franken et al., 1990; Kuipers, Kerver et al., 
1990; Kuipers, Van Den Bergh et al., 1990; Thunnissen, Ab et al., 1990). Também 
tem sido sugerido que essa região se torna mais ordenada quando existe a ligação 
em micelas. Outros aminoácidos contribuem para a formação do canal hidrofóbico 
estruturalmente conservado; isso inclui a ligação dos resíduos de Phe5, Ala104 e 
Phe106. A mutagênese do resíduo Phe106 resulta em uma redução na atividade 
catalítica, enfatizando a importância desse canal hidrofóbico para a ligação do lipídio 
intacto à enzima, e a restrição do livre acesso do solvente ao sítio ativo durante a 
catálise (Arni e Ward, 1996). 
De acordo com Seibert e colaboradores (2006) a Fosfolipase A2 presente no 
extrato bruto das cerdas de Lonomia obliqua purificada por cromatografia líquida 
apresenta uma massa molecular de 15 kDa, ponto isoelétrico de 5,9 e requer cálcio 
para atividade catalítica. Como já mencionado anteriormente a sequência da região 
N-terminal apresenta homologia com outras seqüências de PLA2 e com uma 
sequência presumida de PLA2 obtida a partir de uma biblioteca de cDNA de cerdas 
de L. obliqua. Essa enzima pode ser inibida por inibidor de PLA2 específico (pBpb) e 
por quelantes de íons metálicos. Essa enzima parece também ser estável a 4°C, 
porém sensível a temperaturas mais altas. Apresenta atividade catalítica máxima em 
pH 8,0. Além disso, a PLA2 purificada das cerdas de L. obliqua parece ser a 
responsável pela atividade hemolítica do extrato bruto das cerdas (Seibert, 
Shinohara et al., 2003; Seibert, Oliveira et al., 2004; Seibert, Tanaka-Azevedo et al., 
2006; Seibert, Santoro et al., 2010). 
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Figura 26: Estrutura da fosfolipase A2 presente no veneno de abelha (Apis mellifera). 
Loop Catalítico (azul), Loop flexível (amarelo), íon Cálcio (esfera preta) e 
análogo do estado de transição (backbone). Modificado a partir de Scott et al., 
1990. 
 
 
 
1.12 Hemólise intravascular após contato com lagarta Lonomia obliqua 
 
O envenenamento acidental causado pelo contato da pele com as cerdas da 
lagarta Lonomia obliqua causa distúrbios de coagulação e fibrinólise. Já alterações 
de parâmetros hematológicos e hemólise intravascular são observados somente em 
casos graves. Malaque e colaboradores (2006), relataram o caso de um homem de 
64 anos de idade, que acidentalmente entrou em contato com uma lagarta Lonomia. 
Imediatamente após o contato, ele experimentou a sensação de queimação, edema 
e eritema no local de contato (mão direita). Posteriormente, ele começou a vomitar e 
desenvolveu dor de cabeça. Oito horas após o acidente, ele desenvolveu 
hematêmese, sangramento nas gengivas, e hematúria. Após o primeiro dia de 
internamento ele apresentou redução da concentração de hemoglobina e aumento 
C-terminal 
N-terminal 
Fosfolipase A2  
Classe III 
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da concentração de bilirrubina indireta, características de hemólise intravascular. No 
segundo dia seu quadro piorou e ele foi diagnosticado com síndrome hemorrágica 
acompanhada por insuficiência renal aguda. Após alguns dias de tratamento e após 
ter recebido o soro antilonômico, apresentou melhora dos resultados dos testes de 
coagulação e não mais sinais de hemorragia. Apesar disso, houve ainda uma 
diminuição significativa nos níveis de hemoglobina (5,1 g / dL no quarto dia pós-
incidente) e o paciente apresentou níveis mais baixos de plaquetas (18.000 /mm3). 
Havia suspeita de hemólise intravascular, pois o paciente apresentava níveis séricos 
de bilirrubina indireta e lactato desidrogenase (LDH) aumentados. A hemólise foi 
confirmada pelos níveis séricos de haptoglobina (10 mg/dL) e hemoglobina 
plasmática livre (1.220 mg/L) (Malaque, Andrade et al., 2006). Esta complicação, 
entretanto, é bastante rara em seres humanos. Porém, Seibert e colaboradores 
(2004) conseguiram mostrar que o veneno de L. obliqua causa hemólise 
intravascular em ratos e mostraram também a atividade hemolítica “in vitro” do 
extrato das cerdas sobre eritrócitos de rato e de humanos (Seibert, Shinohara et al., 
2003). Aparentemente, os eritrócitos de ratos são mais susceptíveis a hemólise 
induzida pelo extrato das cerdas do que os eritrócitos humanos. Talvez, essa 
observação seja devido à porcentagem de fosfatidilcolina presente em diferentes 
proporções entre essas células.  
A atividade de fosfolipase A2 (PLA2) no veneno de L. obliqua é a responsável 
pela atividade hemolítica do extrato de cerdas (Seibert, Tanaka-Azevedo et al., 
2006; Seibert, Santoro et al., 2010). Essa atividade mostrou-se dependente do 
substrato (lecitina) e da concentração de cálcio. Semelhante a outras PLA2, os íons 
cálcio desempenham um papel essencial no mecanismo catalítico da PLA2 de L. 
obliqua, como observado pela inibição dessa atividade por EDTA (quelante de Ca2+).  
O inibidor especifico p-bromophenacylbromide (pBpb) também inibe 
significativamente a atividade enzimática da PLA2 de L. obliqua. O efeito desse 
inibidor específico de fosfolipase A2 sugere fortemente que é a histidina presente no 
sítio ativo desta enzima que participa da atividade enzimática e hemolítica (Radvanyi 
e Bon, 1982).  
Como comentado anteriormente, essa enzima hidrolisa fosfolipídios da 
membrana e produz um ácido graxo livre e um lisofosfolipídio. O substrato 
fisiologicamente mais relevante para as PLA2 é a fosfatidilcolina, sendo comum a 
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liberação de ácido araquidônico (AA = ácidos eicosatetraenóicos), ácido graxo 
importante para a resposta inflamatória (Figura 27). O lisofosfolipídio resultante, a 
lisofosfatidilcolina (LPC), interage com receptores GPCRs específicos (Eyster, 
2007a; b) e ativa a PLC para liberar IP3 e DAG, gerando aumento da concentração 
intracelular de Ca2+ e ativação de PKC (Figura 28). Além disso, a LPC regula a 
MAPK de forma dependendo do tipo celular. A ativação da MAPK pela LPC ocorre 
por meio de uma ligação entre os GPCRs e fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K) 
(Eyster, 2007a; b). O receptor GPCR para LPC é encontrado em níveis mais 
elevados no baço e timo por isso desempenha um papel importante na regulação do 
sistema imune. Já o AA liberado pela PLA2 é o substrato para três caminhos 
diferentes: para  a via da ciclooxigenase (COX), da lipoxigenase (LOX) e do 
citocromo P-450 2C (CYP2C) . A isoforma COX2 é induzida por ligantes 
extracelulares e promove a produção de prostaglandina (PGE2), importante indutor 
pró-inflamatório, em especial os eritrócitos (Lang, Kempe et al., 2005). Esses 
mensageiros lipídicos estão envolvidos em uma variedade de processos fisiológicos 
e patológicos (Figura 27 e 28), inclusive naqueles desencadeados pelas enzimas 
presente nas cerdas de Lonomia obliqua, tais como dor e inflamação observado em 
humanos e animais e manifestações sistêmicas, como a hemólise intravascular 
(Corrêa, Siqueira-Batista et al., 2004b; Malaque, Andrade et al., 2006; Seibert, 
Tanaka-Azevedo et al., 2006). 
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Figura 27: Metabólitos formados através da atividade da PLA2. O ácido aracdônico (AA), 
liberado pela ação da PLA2 sobre a fosfatidilcolina, é a “molécula alvo” para a 
produção de uma variedade de mediadores lipídicos pró-inflamatórios. A ação da 
COX sobre o AA produz as moléculas mediadoras da família das prostaglandinas 
(PG). A ação do CYP2C sobre o AA dá origem a EET. O EET é metabolizado em 
ácido dihydroxyepoxyeicosatrienoic (DHETE) pela epóxido hidrolase solúveis 
(SEH). As isoenzimas LOX darão origem aos leucotrienos (LTs), HETE, HPETE e 
lipoxinas. A lysoPAF AT converte LPC, também lançado pela ação da PLA2 sobre 
a fosfatidilcolina em fator ativador de plaquetas (PAF). Modificado a partir Eyster, 
2007. 
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Figura 28: Sítios alvos da prostaglandinas. Várias moléculas bioativas de ácido graxo como 
o ácido araquidônico (AA) podem ser liberadas normalmente a partir de fosfolipídios 
de membrana pela ação da fosfolipase A2 (PLA2) e, posteriormente metabolizadas 
em vários tipos de prostanóides bioativos. A enzima ciclooxigenase-1 (COX-1), 
forma constitutiva, ou a ciclooxigenase-2 (COX-2), forma induzível, converte AA 
para formar PGG2 intermediário instável e depois para formar PGH2, precursor 
prostanóide, que é metabolizado para formar as prostaglandinas (PG), importantes 
lipídios mensageiros no processo de sinalização. A PGE2 é uma molécula 
sinalizadora envolvida na inflamação, dor ou plasticidade sináptica no sistema 
nervoso. Ela exerce os seus efeitos através da ativação de seus respectivos 
receptores G-protein-coupled (GPCRs), chamadas de receptores EP (EP1-4). 
Modificado a partir de Tamiji e Crawford, 2010. 
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2. OBJETIVOS 
 
2.1 Objetivos Gerais 
 
Caracterizar bioquímica e biologicamente as toxinas recombinantes 
(Fosfolipases-D) obtidas a partir da glândula produtora de veneno de L. intermedia, 
assim com a toxina recombinante (Fosfolipase A2) da cerda de L. obliqua e avaliar a 
relação com atividade catalítica dessas toxinas, assim como investigar os possíveis 
mecanismos envolvidos efeito hemolítico. 
 
 
2.2 Objetivos Específicos 
 
 Clonar, expressar e purificar na forma recombinante as isoformas de 
Fosfolipase-D presentes no veneno de L. intermedia e de Fosfolipase A2 
presentes nas cerdas
 
de L. obliqua; 
 
 Avaliar a atividade enzimática das toxinas recombinantes obtidas na forma 
pura e ativa;  
 
 Avaliar a atividade hemolítica direta das toxinas recombinantes sobre 
eritrócitos humanos; 
 
 Avaliar o efeito de agentes quelantes de íons divalentes e outros inibidores 
enzimáticos sobre a atividade hemolítica direta dessas toxinas 
recombinantes; 
 
 Avaliar os efeitos das toxinas recombinantes sobre eritrócitos de diferentes 
animais; 
 
 Observar os efeitos dessas toxinas recombinantes sobre a morfologia de 
eritrócitos humanos;  
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 Detectar se há ligação ou interação das toxinas recombinantes, com 
eritrócitos in vitro;  
 
 Verificar se as toxinas recombinantes promovem alterações no perfil de 
distribuição dos microdomínios lipídicos da membrana eritrocitária; 
 
 Averiguar se as toxinas recombinantes são capazes de alterar a assimetria 
da membrana eritrocitária, por exposição de fosfatidilserina. 
 
 Investigar a participação da atividade catalítica da Fosfolipase-D na atividade 
hemolítica, utilizando uma toxina recombinante mutada LiRecDT1 H12A. 
 
 Investigar os possíveis mecanismos moleculares envolvidos na atividade 
hemolítica dessas toxinas recombinantes. 
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Brown spiders have world-wide distribution and are the cause of health problems known as loxoscelism. Necrotic cutaneous lesions
surrounding the bites and less intense systemic signs like renal failure, DIC, and hemolysis were observed. We studied molecular mechanism
by which recombinant toxin, biochemically characterized as phospholipase-D, causes direct hemolysis (complement independent). Human
erythrocytes treated with toxin showed direct hemolysis in a dose-dependent and time-dependent manner, as well as morphological changes
in cell size and shape. Erythrocytes from human, rabbit, and sheep were more susceptible than those from horse. Hemolysis was not dependent
on ABO group or Rhesus system. Confocal and FACS analyses using antibodies or GFP-phospholipase-D protein showed direct toxin binding
to erythrocytes membrane. Moreover, toxin-treated erythrocytes reacted with annexin-V and showed alterations in their lipid raft profile.
Divalent ion chelators significantly inhibited hemolysis evoked by phospholipase-D, which has magnesium at the catalytic domain. Chelators
were more effective than PMSF (serine-protease inhibitor) that had no effect on hemolysis. By site-directed mutation at catalytic domain
(histidine 12 by alanine), hemolysis and morphologic changes of erythrocytes (but not the toxin’s ability of membrane binding) were
inhibited, supporting that catalytic activity is involved in hemolysis and cellular alterations but not toxin cell binding. The results
provide evidence that L. intermedia venom phospholipase-D triggers direct human blood cell hemolysis in a catalytic-dependent manner.
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Several case reports have described intravascular hemolysis
following brown spider bites [Williams et al., 1995; de Souza et al.,
2008]. On the other hand, many studies have indicated the hemolytic
activity upon red blood cells of Loxosceles venom under laboratory
conditions. It seems that animal species display differential655
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susceptibility to venom-induced hemolysis. Human and swine
erythrocytes are more susceptible to lysis than those from rabbit and
guinea pig [Futrell, 1992]. The laboratory features observed in
victims may include hemoglobinuria, proteinuria, and bilirubin in
the urine [Williams et al., 1995; Lung and Mallory, 2000; de Souza
et al., 2008]. Some authors suggest that the nephrotoxicity following
brown spider accidents may reflect hematologic disturbances like
intravascular hemolysis and disseminated intravascular coagula-
tion, which may lead to renal failure [Futrell, 1992; da Silva et al.,
2004]. The Loxosceles venom is crystalline and minute in volume
(a few microliters). It is enriched in proteic toxins with an
electrophoretic protein profile in the regions between 20 and
40 kDa, and venom from both female and male animals triggers
noxious effects [Futrell, 1992; da Silva et al., 2004]. The whole
venom contains several biochemically well characterized molecules,
including hyaluronidases [Barbaro et al., 2005; da Silveira et al.,
2007a], astacin-like metalloproteases [Feitosa et al., 1998; da
Silveira et al., 2007c], low molecular mass insecticidal peptides [de
Castro et al., 2004], and phospholipases-D or named dermonecrotic
toxins [Machado et al., 2005; Chaim et al., 2006; da Silveira et al.,
2006, 2007b; Kalapothakis et al., 2007; Appel et al., 2008].
The dermonecrotic toxin is the best-known molecule found in
different brown spider venom. Several studies identified this toxin
as contributing to the major deleterious effects of spider bites,
including hemolysis [Forrester et al., 1978], platelet aggregation
[Kurpiewski et al., 1981], vessel hyperpermeability [da Silveira et al.,
2006], nephrotoxicity [Chaim et al., 2006; Kusma et al., 2008], and
typical dermonecrotic lesions [Futrell, 1992; da Silva et al., 2004].
This toxin has been found in the venoms of Loxosceles recluse
[Futrell, 1992], L. gaucho [Barbaro et al., 1992, 1994], L. laeta and
L. intermedia [Barbaro et al., 1994], L. rufescens [Young and Pincus,
2001], and L. boneti [Ramos-Cerrillo et al., 2004], supporting its
species conservation and biological importance. Previous studies
have characterized dermonecrotic toxin as a sphingomyelinase-D
molecule based on its ability to hydrolyze sphingomyelin into
choline and acylsphingosine phosphate [Futrell, 1992]. Never-
theless, based on additional biochemical analysis, the term
sphingomyelinase-D has been replaced by phospholipase-D
to represent a more accurate and broader denomination. The
toxin hydrolyzes not only sphingomyelin but also lysoglyceropho-
spholipids to generate ceramide 1-phosphate (C1P) or lysopho-
sphatidic acid (LPA) [Lee and Lynch, 2005]. By using current
molecular biology and proteomic techniques, it has been demon-
strated that the dermonecrotic toxin phospholipase-D is a member of
a larger family of related molecules displaying similar molecular
masses as well as amino acid, immunological, and biological
homologies [Kalapothakis et al., 2007]. Studies corroborate and
strengthen the idea of the existence of an intraspecies family of
phospholipase-D toxins and suggest that the deleterious activities
induced by these toxins reflect a synergistic mechanism for different
toxin isoforms found in the whole venom.
The mechanism by which the venom causes hemolysis is
currently under investigation. This effect is calcium- and comple-
ment-dependent but antibody-independent, and hemolysis is
induced by native and recombinant phospholipase-D toxins [Futrell,
1992; da Silva et al., 2004; Ribeiro et al., 2007].656 HEMOLYTIC ACTIVITY FROM LOXOSCELES PHOSPHOLIPASE-D TOXINHerein, we compare a recombinant active phospholipase-D
[Chaim et al., 2006] and a recombinant phospholipase-D with
site-directed mutation in the catalytic domain [Kusma et al., 2008]
and report the direct involvement of the catalytic domain of this
toxin in hemolytic activity. These results strengthen previous data
reporting the participation of dermonecrotic toxins in red blood cell
lysis and suggest a direct molecular mechanism dependent on the
catalytic activity of phospholipase-D for this event.
MATERIALS AND METHODS
REAGENTS
Polyclonal antibodies to whole venom toxins and phospholipase-D
toxin were produced in rabbits as previously described [Luciano
et al., 2004; Chaim et al., 2006]. Hyperimmune IgGs were purified
from serum using a mixture of Protein-A and Protein-G Sepharose
beads (GE Healthcare Life Sciences, Uppsala, Sweden) as recom-
mended by the manufacturer. Phenylmethylsulfonyl fluoride, EDTA,
EGTA, 1,10-phenanthroline, and fluorescein-conjugated anti-rabbit
IgG were purchased from Sigma (St. Louis). Whole venom from
L. intermedia was extracted from spiders captured from the wild as
described by Feitosa et al. [1998].
RECOMBINANT PROTEIN CLONING AND EXPRESSION
The venom gland cDNA library was previously built [Chaim et al.,
2006; da Silveira et al., 2006]. The GenBank data deposition
information for L. intermedia cloned LiRecDT1 cDNA is DQ218155.
The cDNA corresponding to the mature phospholipase-D LiRecDT1
protein was amplified by PCR. The forward primer used was 30Rec
sense (50-CTCGAGGCAGGTAATCGTCGGCCTATA-30) and was
designed to contain an Xho I restriction site (underlined) plus
the sequence related to the first seven amino acids of the mature
protein. The reverse primer was 30Rec antisense (50-CGGGATCC-
TTATTTCTTGAATGTCACCCA-30), which contains a BamH I restric-
tion site (underlined) and a stop codon (bold). The PCR product was
cloned into a pGEM-T vector (Promega, Madison). The pGEM-T
vector containing the cDNA encoding the mature protein was then
digested with Xho I and BamH I restriction enzymes. The excised
insert was gel purified using a QIAquick Gel 74 Extraction Kit
(Qiagen, Valencia) and subcloned into a pET-14b vector (Novagen,
Madison) digested with the same enzymes. The mutated toxin
LiRecDT1 H12A was obtained by a Megaprimer PCR method, which
was performed with rounds of PCR to introduce a site-directed
mutagenesis in the LiRecDT1 sequence [Kusma et al., 2008]. Briefly,
the first round introduced the site-directed mutagenesis into the first
histidine amino acid residue of the catalytic domain using the
reverse primer P1H12A (50-ATTTACCATGGCCCCCATGATC-30),
which was designed to contain the codon substitute for alanine
plus the sequence related to the other original amino acids of mature
protein. The recombinant protein GFP-LiRecDT1 was obtained by
subcloning the previously constructed LiRecDT1 [Chaim et al., 2006]
and the sequence of enhanced green fluorescence protein (GFP) into
pET-14b using a Blunt-Cut-Cut strategy at Nde I site of pET-14b and
two BamH I sites (between LiRecDT1, GFP and the vector). The
resulting construct was a fusion protein with a 6x His-Tag at the
N-terminus, the sequence of mature LiRecDT1, and the sequence ofJOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY
GFP at the C-terminus. All recombinant constructs (LiRecDT1,
LiRecDT1 H12A, GFP-LiRecDT1) were expressed as fusion proteins,
with a 6x His-Tag at the N terminus and a 13 amino acid linker
(including a thrombin site) between the 6x His-Tag and mature
protein (N-terminal amino acid sequence before the mature protein:
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLE). pET-14b/L. intermedia cDNA
constructs were transformed into One Shot E. coli BL21(DE3)pLysS-
competent cells (Invitrogen, Carlsbad) and plated on LB agar plates
containing 100 mg/ml ampicillin and 34 mg/ml chloramphenicol.
A single colony was inoculated into 50 ml LB broth (100 mg/ml
ampicillin and 34 mg/ml chloramphenicol) and grown overnight at
378C. A 10 ml portion of this overnight culture was grown in 1 L LB
broth/ampicillin/chloramphenicol at 378C until the OD at 550 nm
reached 0.5. IPTG (isopropyl b-D-thiogalactoside) was added to a
final concentration of 0.05 mM, and the culture was induced by
incubation for an additional 3.5 h at 308C (with vigorous shaking).
Cells were harvested by centrifugation (4,000g, 7 min), and the pellet
was frozen at 208C overnight.
RECOMBINANT PROTEIN PURIFICATION
Cell suspensions were thawed and additionally disrupted by six
cycles of 10 s of sonication at low intensity. Lysed materials were
centrifuged (20,000g, 20 min), and the supernatants were incubated
with 1 ml Ni2þ-NTA agarose beads for 1 h at 48C with gentle
agitation. The suspensions were loaded into a column, and the
packed gel was exhaustively washed with the appropriate buffer
(50 mM sodium phosphate, pH 8.0, 500 mM NaCl, 20 mM imidazole)
until the OD at 280 nm reached 0.01. Recombinant proteins were
eluted with 10 ml of elution buffer (50 mM sodium phosphate, pH
8.0, 500 mM NaCl, 250 mM imidazole), and 1 ml fractions were
collected and analyzed by 12.5% SDS–PAGE under reducing
conditions. Fractions were pooled and dialyzed against phosphate-
buffered saline (PBS).
ERYTHROCYTES
Adult rabbits weighing approximately 3 kg from the Central Animal
House of the Federal University of Parana´ were used for blood
collection and erythrocyte preparation. Sheep erythrocytes were
purchased from Newprov (Pinhais, Brazil). Horse erythrocytes were
obtained from adult animals of Jockey Club (Curitiba, Brazil).
Human erythrocytes were obtained from normal donors. All
experimental protocols using animals were performed according
to the ‘‘Principles of laboratory animal care’’ (NIH Publication
no 85–23, revised 1985), ‘‘Brazilian Federal Laws,’’ and ethical
committee agreement number 245 of the Federal University of
Parana´. In the case of humans, the blood collection procedure was
authorized by the ethical committee agreement of the Federal
University of Parana´.
PREPARATION OF ERYTHROCYTES
After blood was harvested with acid EDTA Na2 5% and a 21-gauge
needle (BD Plastipak, Franklin Lakes) on the day of each experiment,
the platelet-rich plasma and buffy coat were removed by aspiration
after centrifugation at 200g for 15 min. Packed erythrocytes were
washed three times with Ringer Solution for morphological
observations (125 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgSO4, 32 mMJOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRYHEPES, 5 mM glucose, 1 mM CaCl2, pH 7.4, 300 mOsm/kg H2O) or
Tris buffer Sucrose (TBS) for hemolysis assays (250 mM sucrose,
10 mM Tris/HCl, pH 7.4, 280 mOsm/kg H2O). Washed erythrocytes
were resuspended in the appropriate buffer at a concentration of
5 108 cells/ml.
DETERMINATION OF HEMOLYTIC ACTIVITY
The hemolysis assay was performed as described by Harris and
Phoenix [1997]. Washed red blood cells (108 cells) were added to
each Eppendorf tube containing the appropriate concentration of
venom/toxin in TBS buffer (serial dilution: 0.025, 0.25, 2.5, and
25 mg/ml). For this assay, samples were performed in pentaplicate
along with negative (in presence of the appropriate amount of TBS
only) and positive (red blood cells in distilled water and 0.1% (v/v)
Triton X-100) controls. After 24 h of incubation with gentle
agitation, controls and samples were centrifuged at 48C (3 min at
200g) and the absorbances of supernatants read immediately at
550 nm (ELISA ELX 800 Auto Reader, Meridian Diagnostics, Inc.,
USA). Absorbance values were converted to percent hemolysis using
the absorbance values of the positive control as 100% lysis. In order
to evaluate the time course of hemolysis, a series of experiments was
performed with a selected concentration (25mg/ml) of LiRecDT1 and
LiRecDT1 H12A. The entire assay was carried out with normal TBS
and tested against a normal osmolarity control (without toxin) in
pentaplicate at five different time periods (0, 4, 8, 16, and 24 h).
Supernatants were processed at each time interval as described
above.
OBSERVATION USING LIGHT MICROSCOPY
Human erythrocytes were treated with whole venom (5 mg/ml),
recombinant toxin LiRecDT1 (5 mg/ml), and recombinant mutated
toxin LiRecDT1 H12A (25 mg/ml) for 0, 4, 8, 16, and 24 h, then fixed
with 1% glutaraldehyde, prepared as described by Udden [2005], and
then their morphology was observed with a light microscope (Leica-
DMIL, Wetzlar, Germany). Control cells were incubated with Ringer
Solution. Photomicrographs correspond to digital images of cells
originally magnified at 400.
OBSERVATION USING SCANNING ELECTRON MICROSCOPY
Ultrastructural analysis of erythrocytes was performed according to
Chung et al. [2007]. After 8 h of treatment with 5 mg/ml whole
venom, 5 mg/ml LiRecDT1 and 25 mg/ml LiRecDT1 H12A, cells were
washed with Ringer Solution. Control cells were incubated with only
Ringer Solution. Fixation was performed with a 2% glutaraldehyde
solution for 1 h at 48C, and the erythrocytes were attached onto a
coverslip coated with poly-L-lysine at room temperature for 30 min.
The coverslip was rinsed with Ringer Solution, dried at room
temperature, and sputter-coated with gold. Coverslips were observed
on a scanning electron microscope (JEOL, Tokyo, Japan).
FLOW CYTOMETRY
Human erythrocytes were incubated for 24 h with 25 mg/ml of
whole venom, LiRecDT1, and LiRecDT1 H12A (data not shown). The
cell suspensions were analyzed for erythrocyte counts and size
distributions using a Flow Cytometer (BD FACSCalibur System, NJ).
Control cells (with Ringer Solution only) were used for comparison.HEMOLYTIC ACTIVITY FROM LOXOSCELES PHOSPHOLIPASE-D TOXIN 657
Analysis of GFP-LiRecDT1 treatment was also evaluated via flow
cytometry. Washed erythrocytes (5 106 cells) were incubated with
25 mg/ml of fluorescent recombinant toxin (24 h, 378C) in a total
volume of 400 ml of Ringer Solution. The samples were then diluted
to 1 ml in Ringer Solution, and light scatter and fluorescence
channels were analyzed. Background fluorescence (cell and buffer)
and non-specific binding of GFP to erythrocytes were evaluated, and
acquisition was gated considering these data.
PHOSPHATIDYLSERINE EXPOSURE
Annexin-V-FITC (Invitrogen) binding experiments were performed
as described by Wood et al. [1996] using a flow cytometer (BD
FACSCalibur System). Human erythrocytes were incubated for 4 h
with 25mg/ml of whole venom, LiRecDT1, and LiRecDT1 H12A (data
not shown). Control cells were treated with Ringer Solution only.
Erythrocytes were diluted (5 106 cells) to a final volume of 0.5 ml
in an annexin-V binding buffer, pH 7.4 (containing 10 mM HEPES,
136 mM NaCl, 2.7 mM KCl, 2 mM MgCl2, 1 mM NaH2PO4, 5 mM
glucose, 5 mg/ml BSA, and 2.5 mM CaCl2). Annexin-V-FITC was
added to a concentration of 0.1 mM to the red blood cells, and
samples were incubated for 15 min at room temperature in the dark.
After incubation, an aliquot of the sample was taken for flow
cytometric analysis. Cells were analyzed by forward scatter, and
Annexin-V fluorescence intensity was measured in fluorescence
channel with an excitation wavelength of 488 nm and an emission
wavelength of 530 nm. The percentage of Annexin-V positive cells
and their mean fluorescence intensity (in arbitrary units) were
calculated using CellQuest Pro software for Macintosh. Data from
100,000 events were collected and analyzed.
CONFOCAL IMMUNOFLUORESCENCE
Peripheral blood (1 ml) was washed and diluted in Ringer Solution
containing 10 mM glucose and 1 mg/ml BSA, pH 7.4. BSA was used
in order to preserve the biconcave shape of normal erythrocytes.
This assay was performed according to Kalfa et al. [2006].
Erythrocytes were incubated with whole venom, LiRecDT1, and
LiRecDT1 H12A for 8 h (25 mg/ml), and 100 ml of the cell suspension
was applied onto a poly-L-lysine coated coverslip for adhesion. This
procedure allows cells to be treated while attached to coverslips,
thereby minimizing modification of the cell shape from repeated
centrifugations. Unbound cells were removed by washing with
Ringer Solution, and adherent blood cells were fixed on coverslips
with 0.1% glutaraldehyde in Ringer Solution (10 mM glucose, 1 mg/
ml BSA, pH 7.4) for 10 min at 48C. To ensure complete neutralization
of background unspecific fluorescence, cells were then incubated in
block solution buffer (Ringer Solution containing 10 mM glucose
and 1 mg/ml BSA, 0,1 M glycine, 5% serum fetal bovine, and 0.05%
sodium azide) at room temperature for 1 h. The samples were stained
for toxins using indirect immunofluorescence with antibodies at a
1:1,000 dilution (anti-venom and anti-LiRecDT1) and incubated for
2 h. After washing with buffer, slides were incubated for 1 h with
secondary FITC-conjugated anti-rabbit IgG (1:250). Coverslips were
mounted on glass slides using Fluoromount-G (Southern Biotech-
nology, Birmingham). Samples were observed using the confocal
fluorescence microscope (Confocal Radiance 2,100, BioRad,
Hercules) coupled to a Nikon-Eclipse E800 with Plan-Apochromatic658 HEMOLYTIC ACTIVITY FROM LOXOSCELES PHOSPHOLIPASE-D TOXINobjectives (Sciences and Technologies Group Instruments Division,
Melville, USA).
LIPID RAFT ANALYSIS OF TOXIN-TREATED ERYTHROCYTES
For localization of lipid rafts on the erythrocyte cell surface, the
Vybrant Alexa-Fluor 594 Lipid Raft Labeling Kit was used as
recommended by the manufacturer (Invitrogen). Briefly, red blood
cells treated with (25 mg/ml) whole venom and recombinant toxins
for 8 h at 378C or control cells (absence of toxins) were incubated
with Cholera toxin subunit B (CT-B) (conjugate Alexa 594) for
10 min at 48C. The cells were then gently washed three times with
chilled Ringer Solution containing 10 mM glucose and 1 mg/ml
BSA, pH 7.4. Crosslinking of CT-B labeled lipid rafts was performed
with chilled anti-CT-B antibody (1:200 dilution) for 15 min at 48C.
Cells were washed, fixed, and blocked as described above for
immunofluorescence. The samples were visualized using a fluore-
scence confocal microscope (Confocal Radiance 2100, BioRad)
coupled to a Nikon-Eclipse E800 with Plan-Apochromatic objec-
tives (Sciences and Technologies Group Instruments Division).
EFFECT OF ENZYMATIC INHIBITORS
The recombinant toxin LiRecDT1 (25 mg/ml) was incubated for
30 min at 48C with 1 mM EDTA, or 1 mM EGTA, or 1 mM 1,10-
phenanthroline, or 1 mM PMSF. Washed erythrocytes were added
and incubated for 24 h at 378C with gentle agitation. Also a control
group without toxin (TBS only) was examined. Supernatants were
read at each time interval as previously described in Determination
of Hemolytic Activity Section.
STATISTICAL ANALYSIS
Statistical analyses of hemolytic assays were performed using
analyses of variance (ANOVAs) and the Tukey test for average
comparisons via GraphPad InStat program version 3.06 for
Windows. Mean SEM values were used. Significance was deter-
mined as P 0.05.
RESULTS
DIRECT HEMOLYSIS INDUCED BY RECOMBINANT
PHOSPHOLIPASE-D FROM BROWN SPIDER VENOM
Brown spider venom induces hemolysis in patients and experi-
mental animal models exposed to the venom. Venom activity is
attributed to native dermonecrotic toxins that can reproduce this
effect in a serum complement-dependent manner when purified
from whole venom [Futrell, 1992; da Silva et al., 2004; Swanson and
Vetter, 2006]. Herein, we provide additional data suggesting direct
hemolysis activity caused by phospholipase-D (dermonecrotic toxin)
expressed as a recombinant toxin from a cDNA library of the
L. intermedia venom gland [Chaim et al., 2006]. Figure 1A depicts
hemolysis of human red blood cells incubated in serum-free medium
with different concentrations of toxin at 378C. As observed,
hemolysis is present in a dose-dependent manner. Additionally,
Figure 1B shows experiments performed after different times
of exposure to the recombinant toxin. Hemolysis is evident in a
time-dependent manner. As shown, the above-mentioned resultsJOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY
Fig. 1. Recombinant phospholipase-D from brown spider venom induces
direct hemolysis in human erythrocytes. A: Human erythrocytes suspended
in TBS were incubated with different concentrations of L. intermedia whole
venom, with a LiRecDT1, or in the absence of venom toxins (negative control),
for 24 h at 378C. B: Erythrocytes were incubated with 25 mg/ml of whole
venom, with LiRecDT1, or in the absence of toxins (negative control) over five
different time periods (0, 4, 8, 16, and 24 h). The absorbances of supernatants
were read at 550 nm, and the percentage of hemolysis was determined using
the absorbance values induced by distilled water as 100% of hemolysis
(positive control). Results represent averages of five experiments SEM.
P 0.05 or P 0.001.support the direct hemolytic activity of phospholipase-D toxin on
human erythrocytes.
MORPHOLOGICAL ALTERATIONS OF HUMAN ERYTHROCYTES
INDUCED BY RECOMBINANT PHOSPHOLIPASE-D
To ascertain cytotoxicity and the direct hemolytic effect evoked
by phospholipase-D (dermonecrotic toxin) from Loxosceles spider
venom as described above, human erythrocytes were exposed to
recombinant toxin for different times and then analyzed via an
inverted microscope. As depicted in Figure 2A, morphological
changes were present in erythrocytes exposed to toxin but not the
negative control. These findings included mainly alterations in cell
size and shape in a concentration- and time-dependent manner.
Poikilocytosis of erythrocytes treated with toxin included a change
from biconcave disks flattened and depressed in the center (control
group) to spherical and rounded cells. Additionally, erythrocytes
exposed to the toxin were scanned by electron microscopy for
changes. Figure 2B illustrates the alterations detected. Toxin
treatment of erythrocytes led to the appearance of spherocyte,JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRYstomatocyte, and knizocyte forms, which were accompanied by a
cell size decrease in a time-dependent manner. Finally, erythrocytes
were examined by flow cytometry showing FSC (‘‘forward scatter’’)
and SSC (‘‘side scatter’’) after 24 h of incubation with 25 mg/ml of
recombinant toxin. As depicted in Figure 2C, toxin treatment
induced cell lysis and debris formation and thus strengthened our
hypothesis of direct toxin hemolytic activity.THE DIRECT LYSIS OF ERYTHROCYTES CAUSED BY
PHOSPHOLIPASE-D DEPENDS ON THE ANIMAL SPECIES EVALUATED
With the objective of corroborating the above-described results,
we next analyzed the direct hemolytic activity of recombinant
phospholipase-D on washed red blood cells from different animal
species. Washed erythrocytes from human, rabbit, sheep, and horse
were exposed to purified recombinant phospholipase-D and studied
for lysis. As depicted in Figure 3, erythrocytes from different animal
species did not suffer phospholipase-induced hemolysis in a similar
manner. It seems that there is differential susceptibility of red blood
cells to the enzyme. Additionally, human erythrocytes from donors
classified as A, B, or O blood groups as well as Rh (þ) or Rh ()
were exposed to recombinant toxin and evaluated for hemolysis.
Hemolysis induced by phospholipase-D was not dependent on either
ABO group antigens or the Rhesus system. Erythrocytes from all
blood groups tested suffered a similar percentage of hemolysis;
supporting the idea that hemolysis triggered by brown spider venom
phospholipase-D was not dependent on factors linked to ABO
markers or the Rhesus system (data not shown). Erythrocytes from
sheep, human, and rabbit were more easily lysed than cells from
horse, which were apparently more resistant to lysis. These data
confirmed the above-described results that phospholipase-D is
capable of direct lysis of erythrocytes and suggested the possibility
that membrane constituents may play a role in venom phospho-
lipase-D activity, because cytoplasmic membranes from erythrocytes
of different species have differences in lipid composition.EVIDENCE THAT RECOMBINANT PHOSPHOLIPASE-D BINDS
TO THE HUMAN RED BLOOD CELL MEMBRANE
We intended to demonstrate that there are sites of attachment of
phospholipase-D on the erythrocyte membrane. Since the enzyme
is also a sphingomyelinase and can thus putatively bind to
sphingomyelin (a phospholipid constituent of the outer erythrocyte
membrane), we investigated human erythrocytes treated with
phospholipase-D by an immunofluorescence reaction using an
antibody that reacts with phospholipase-D. As shown in Figure 4A,
the antibody reaction produced a positive signal in erythrocytes.
Additionally, washed erythrocytes were incubated with a recombi-
nant fusion toxin GFP-LiRecDT1 using GFP as a negative control.
Cells were evaluated by flow cytometry. As depicted in Figure 4B,
recombinant fusion toxin bound to erythrocytes whereas signal for
GFP alone was negative. Additionally, human erythrocytes were
treated with GFP-LiRecDT1 and visualized by confocal microscopy
(Fig. 4C). Our results support the direct binding of phospholipase-D
to the membrane of human erythrocytes and suggest the possible
enzyme catalytic domain-dependent manner of hemolysis.HEMOLYTIC ACTIVITY FROM LOXOSCELES PHOSPHOLIPASE-D TOXIN 659
TOXIN BINDING ON THE ERYTHROCYTE SURFACE STIMULATES
CYTOPLASMIC MEMBRANE LIPID REORGANIZATION
Once we detected the binding of the toxin to the surface of
erythrocytes, we next analyzed the direct activity of phospholipase-
D toxin on the lipid organization of the cytoplasmic membrane. For
this purpose, washed erythrocytes treated with recombinant toxin
were incubated with annexin-V and analyzed by flow cytometry. As
evidenced by Figure 5A, erythrocytes following toxin treatment
were positive for the binding of annexin-V. This finding suggests
the exposure of negatively charged phosphatidylserine at the cell
surface as well as the reorganization of membrane lipid components.
Moreover, venom phospholipase-D-treated erythrocytes were incu-
bated with Cholera toxin B subunit (a lipid raft marker) and
evaluated through confocal microscopy. As shown by Figure 5B, our
results evidence a reorganization of rafts following phospholipase-D
toxin exposure. Exposure to this toxin apparently induces an
aggregation of the lipid rafts.Fig. 2. Recombinant phospholipase-D treatment of human erythrocytes causes morpho
incubated with 5 mg/ml of L. intermedia whole venom, with LiRecDT1, or in the absence o
inverted microscope. Morphological changes of erythrocytes were observed in a time-
(arrows point to stomatocytes-like cells and arrowheads show spherocytes-like cells); th
the center. B: Additionally, cells were also observed by scanning electron microscopy.
(arrowheads), stomatocytes (asterisks), and knizocytes (arrow) as well as a decrease in
exposed to whole venom or LiRecDT1 (25 mg/ml) and (after 24 h of exposure) analyzed
(FSC) and 908 side angle (SSC) light scatters. Two gates were created in the dot plots to
cells with decreased size, number of lysed cells, or amount of debris visibly increased foll
The figure shows one representative from three trials.
660 HEMOLYTIC ACTIVITY FROM LOXOSCELES PHOSPHOLIPASE-D TOXINTHE CATALYTIC ACTIVITY OF PHOSPHOLIPASE-D PLAYS A
ROLE IN HEMOLYSIS
To ascertain the mechanism by which phospholipase-D (dermone-
crotic toxin) of Loxosceles spider venom triggers its noxious effects
on erythrocytes and further to analyze the involvement of this
enzyme’s catalytic activity (which is dependent on magnesium ion
coordination at the catalytic site) [Murakami et al., 2005]. Human
erythrocytes were exposed to recombinant toxin in the presence of
inhibitors like phenylmethylsulfonyl fluoride, 1,10-phenanthroline,
EDTA, and EGTA and then analyzed for hemolysis. As depicted
in Figure 6A, all three divalent ion chelators (EGTA, EDTA, and
1,10-phenanthroline) significantly inhibited hemolysis evoked by
phospholipase-D. These findings contrast with those from phenyl-
methylsulfonyl fluoride treatment, a serine protease inhibitor
that had no effect on hemolysis. EDTA has a higher affinity for
magnesium ions and inhibited hemolysis more efficiently than
other divalent metal chelators. Additionally, we incubated humanlogical alterations of cells. A: Human erythrocytes suspended in Ringer Solution were
f toxins (control) for different times (0, 4, 8, 16, and 24 h) and then observed with an
dependent manner. Changes included the appearance of spherical and rounded cells
ese contrasted with control cells that were biconcave disks flattened and depressed in
Venom or LiRecDT1 treatments of erythrocytes led to the appearance of spherocytes
cell size. Scale bars are shown at the left of the figures. C: Washed erythrocytes were
by flow cytometry to measure cell size and internal complexity through forward angle
distinguish intact cells (right gate) from lysed cells or debris (left gate). The number of
owing venom or toxin treatment. Control cells were analyzed in the absence of toxins.
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Fig. 2. (Continued )erythrocytes in the presence of recombinant toxin (wild-type) or a
mutated isoform in which we used site-directed mutagenesis at the
catalytic domain to substitute a histidine residue at position 12 for
an alanine residue (LiRecDT1 H12A) [Kusma et al., 2008]. As shown
in Figure 6B, the mutated toxin did not cause significant hemolysisFig. 3. Hemolysis caused by brown spider recombinant phospholipase-D
depends on the animal species evaluated. Washed erythrocytes from sheep,
rabbit, human, and horse were suspended in TBS, exposed to 25 mg/ml of
LiRecDT1 for 24 h at 378C, and evaluated for hemolysis. Results represent
averages of five experiments SEM. P 0.001.
JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRYcompared to the wild-type molecule. Additionally, it did not induce
morphological changes in washed erythrocytes and despite its
ability to bind to them. These findings strengthen the hypothesis that
directed phospholipase-D hemolytic activity is dependent on the
catalytic activity of the toxin.
DISCUSSION
Experimental studies with animal venoms have been observed that
hemostatic disturbances, such as hemolytic and hemorrhagic events,
are frequently associated with enzymatic activity of venom
constituents. The serum complement system has long been described
to participate in the hemolysis induced by brown spider venom. It
seems that spider envenomation induces the activation of an
alternative complement pathway that facilitates complement-
mediated hemolysis [Futrell, 1992; da Silva et al., 2004; Swanson
and Vetter, 2006].
The hemolytic effect induced by Loxosceles spider venom is
demonstrated based on the clinical and laboratory features observed
in accident victims. These features include elevated creatine kinase
levels, hematuria, hemoglobinuria, proteinuria, and shock [Williams
et al., 1995; Lung and Mallory, 2000; Franc¸a et al., 2002].
Additionally, nephrotoxicity is supported by animal experimentalHEMOLYTIC ACTIVITY FROM LOXOSCELES PHOSPHOLIPASE-D TOXIN 661
Fig. 4. Brown spider venom recombinant phospholipase-D binds to the human red blood cell membrane. A: Confocal microscopy was used to analyze human erythrocytes
following (25 mg/ml) whole venom or LiRecDT1 exposure for 8 h at 378C. Cells were immunostained with antibodies against LiRecDT1. For a negative control, cells were
processed identically in the absence of toxin treatments. (I) Cells observed by Differential Interference Contrast (DIC), (II) Cells analyzed through immunofluorescence. B: Human
erythrocytes were exposed under conditions identical to those described above to a recombinant fusion toxin GFP-LiRecDT1, purified GFP alone, or the absence of treatments
(negative control) and analyzed by cell cytometry. Our results suggest the specific binding of the fusion protein to erythrocytes. C: Human erythrocytes were treated with a
recombinant fusion toxin GFP-LiRecDT1, and negative control cells were not exposed to venom toxins. Cells were observed by confocal microscopy. Scale bars are shown at the
left of the figure.protocols. Animal models confirmed clinical data from accident
patients by showing renal lesions following venom exposure
[Luciano et al., 2004] and a direct nephrotoxicity evoked by the
dermonecrotic (phospholipase-D) toxin [Chaim et al., 2006].
Previous studies have characterized dermonecrotic toxin as a
sphingomyelinase-D molecule based on its activity to hydrolyze
phospholipid sphingomyelin into choline and acylsphingosine-
phosphate [Futrell, 1992]. By hydrolyzing phospholipids that
generate ceramide 1-phosphate or lysophosphatidic acid, it is
postulated that dermonecrotic toxin activates signaling pathways
in different cells and causes pathophysiological changes like the
inflammatory response, platelet aggregation, and increased blood
vessel permeability [Anliker and Chun, 2004; Moolenaar et al.,
2004; Tokumura, 2004; Lee and Lynch, 2005].
In this study, we used two recombinant isoforms of the
phospholipase-D toxin from L. intermedia venom gland: a wild-
type molecule and a molecule with a single amino acid mutation
(H12A) at the catalytic site of the toxin [Murakami et al., 2005,662 HEMOLYTIC ACTIVITY FROM LOXOSCELES PHOSPHOLIPASE-D TOXIN2006]. Our experimental data support the direct involvement of
phospholipase-D activity in the hemolytic activity evoked by brown
spider venom. Our first results demonstrated a direct hemolytic
effect of wild-type recombinant phospholipase-D on human
erythrocytes. Toxin-dependent hemolysis occurs in a concentra-
tion- and time-dependent manner, supporting the specificity of the
reaction. Toxin cytotoxicity was additionally confirmed by changes
of erythrocytes over time following toxin exposure; such changes
were observed by inverted microscopy, scanning electron micro-
scopy, and cell cytometry and included poikilocytosis and
anisocytosis. Moreover, the hemolysis observed after exposure of
human red blood cells to the toxin is not dependent on the ABO or
Rhesus systems, since washed erythrocytes from groups A, B, and O
as well as Rh positive and negative samples were lysed in a similar
way following toxin treatment (data not shown). These findings
support the hypothesis that this reaction did not depend on blood
group compatibility. Nevertheless, direct hemolysis is dependent on
animal species, since human, sheep, and rabbit erythrocytes wereJOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY
Fig. 5. Brown spider recombinant phospholipase-D binding to the erythro-
cyte surface stimulates cytoplasmic membrane lipid reorganization. A: Human
erythrocytes suspended in Ringer solution were incubated for 4 h with 25 mg/
ml of LiRecDT1. For a negative control, cells were maintained only with Ringer
Solution. Following treatments, cells were incubated with annexin-V-FITC and
analyzed through cell cytometry. The results indicate the binding of annexin-V
and exposure of phosphatidylserine at the cell surface after whole venom and
LiRecDT1 treatments. B: Also, lipid rafts were visualized through confocal
microscopy with Cholera toxin subunit B-Alexa-Fluor 594 and anti-Cholera
toxin subunit B rabbit serum. Arrowheads indicate for reorganization in the
distribution of lipid rafts on the erythrocyte cell surface, as observed by
aggregates of membranes. On the bottom of figures are shown details of
the DIC cell analyses (). The scale bar is shown at the left of the figure.lysed but erythrocytes from horse were less severely lysed after
toxin treatment. These results suggest that cell surface constituents
regulate the susceptibility of erythrocytes to phospholipase-D lysis,
since erythrocytes from different animal species have differing
compositions of the extracellular lipoprotein monolayer. Interest-
ingly, the concentration of sphingomyelin (a putative substrate for
venom phospholipase-D) differs in the erythrocytes of these four
tested animals. Lipid analyses of red blood cells reported 19.5% of
sphingomyelin to human cells [Ingraham et al., 1981], 50% to sheep
[Ochi et al., 2004], and 20% to rabbit [Ochi et al., 2003]. Erythrocytes
in these animals were more susceptible to phospholipase-dependent
lysis than those in horse, which has 14% of sphingomyelin [Ochi
et al., 2003].
Through confocal immunofluorescence microscopy using anti-
bodies to phospholipase-D toxin [da Silveira et al., 2006], we were
able to detect an interaction of the toxin with the human erythrocyte
cell surface. This result demonstrates the existence of sites of
attachment for phospholipase toxin on human erythrocyte cell
membranes and supports the hypothesis that the morphological and
structural changes, as well as hemolysis induced by the toxin, occur
as a result of toxin binding to erythrocyte membranes as an early
step of process. Additionally, the interaction of venom phospho-
lipase-D with erythrocyte cell membranes was supported by changes
in the phospholipid content, as shown by the binding of annexin-V
following toxin treatment. This finding indicates the exposure of
phosphatidylserine, a negatively charged and inner monolayer
molecule that translocates to the outer surface of the erythrocyte
after phospholipase-D exposure. Phosphatydilserine exposure at theJOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRYcell surface can induce several physiopathologic consequences
including enhancement of coagulative reactions, recognition of
apoptotic cells by phagocytes and blood cell attachment to
endothelium [Closse et al., 1999]. Toxin binding also causes lipid
plasma membrane reorganization, as visualized by Cholera toxin B
binding. It has previously been shown that increases in ceramide
levels following sphingomyelinase activation are one of the
mechanisms that promote PS exposure in erythrocytes [Lang
et al., 2005].
We next evaluated the effects of protein inhibitor molecules
on toxin-dependent hemolysis and identified that divalent metal
chelators like EDTA, EGTA, and 1,10-phelanthroline efficiently
inhibited human blood cell lysis. However, the serine protease
inhibitor phenylmethylsulfonyl fluoride did not block erythrocyte
lysis. These results support the idea that a divalent metal ion is
necessary for the biological activity of toxin in hemolysis. They are
in agreement with literature data suggesting that phospholipase-D
from brown spider venom contains a magnesium coordination site
that plays an essential role in enzyme catalysis as a catalytic domain
[Murakami et al., 2005, 2006]. This is interesting since EDTA, which
has the greatest affinity for magnesium ions relative to the other
tested chelators, was more efficient in hemolysis inhibition.
Together, the above findings suggest that the catalytic activity of
phospholipase-D plays an essential role in the direct hemolysis
induced by this toxin. Experimental cell lysis has been shown to be
related with phospholipase A2 activity from Bothrops jararacussu
snake venom [Soares et al., 2002].
The involvement of the catalytic site of venom phospholipase-D
toxin in hemolysis was finally proved using a site-directed mutated
isoform of phospholipase-D. In the catalytic domain of this isoform,
a histidine (a basic and positively charged amino acid) residue at
position 12 was replaced by a residue of alanine (non-polar amino
acid) [da Silveira et al., 2006; Murakami et al., 2006]. Human red
blood cells treated with the mutated toxin (even at concentrations
higher than those used for the wild-type molecule) over time showed
no hemolysis. Likewise, the mutation of the toxin also blocked the
sphingomyelinase-D activity of this enzyme, demonstrating that
sphingomyelin molecules on the cell surface of erythrocytes are
involved in the lysis of cells. Additionally, these findings confirm
the involvement of the catalytic domain in phospholipase activity
that plays a role in direct hemolysis. The evidence shown here
indicates that LiRecDT1 H12A can interact with the erythrocyte
membrane, but this does not result in morphological changes. These
findings are in agreement with our previous results from biopsies of
kidney and renal cells [Kusma et al., 2008]. They strongly suggest
that the catalytic activity of this enzyme, and not its interaction with
the cell membrane, is essential for the hemolytic effects observed
here. Treatment of erythrocytes with mutated toxin does not change
the lipid organization, as visualized by annexin-V and Cholera toxin
B binding (data not shown).
What is the mechanism by which phospholipase-D toxins from
brown spider venom cause the direct hemolysis of cells? We
postulate that the direct correlation between phospholipase-D
activity and hemolysis is due to the fact that brown spider venom
phospholipases can generate ceramide 1-phosphate, which is known
to induce pathological responses like inflammation and plateletHEMOLYTIC ACTIVITY FROM LOXOSCELES PHOSPHOLIPASE-D TOXIN 663
Fig. 6. Brown spider venom phospholipase-D catalysis plays a role in blood cell lysis. A: LiRecDT1 (25 mg/ml) was incubated with either EGTA, EDTA, 1,10-phenanthroline, or
PMSF or alone for 30 min. Additionally, washed human erythrocytes suspended in TBS were exposed to LiRecDT1 and inhibitors for 24 h at 378C and evaluated for hemolysis.
Controls for hemolysis were performed using washed erythrocytes without toxin. B: (1) Human erythrocytes suspended in Ringer solution were visualized at light inverted
microscope post-incubation with 25 mg/ml of site-directed mutated isoform of recombinant phospholipase-D H12A (LiRecDT1 H12A) for different times (0, 4, 8, 16, and 24 h).
(2) Human erythrocytes were suspended in TBS and incubated with LiRecDT1 H12A for 24 h at 378C. Hemolysis percentage was determined as described in Materials and
Methods Section. (3) Cells were then observed with a scanning electron microscopy 8 h following toxin exposure. No morphological changes of erythrocytes were seen following
treatment with the LiRecDT1 H12A even at the later assay times. (4) Confocal immunofluorescence microscopy was used to analyze human erythrocytes following of LiRecDT1
H12A exposure for 8 h at 378C. Cells were immunostained with antibodies against LiRecDT1. (I) Cells observed by DIC. (II) Cells analyzed by immunofluorescence. Scale bars are
shown at the left of the figure.aggregation [Anliker and Chun, 2004; Moolenaar et al., 2004; Lee
and Lynch, 2005].
Thus, by generating lipid mediators from red blood cells, venom
phospholipase-D stimulates structural changes of the cytoplasmic
membrane (such as the exposure of negatively charged phospho-
lipids like phosphatidylserine). This then renders cell membranes
more susceptible to physiological stress and finally contributes to
hemolysis. In addition, the lipid mediators generated by the action of
venom phospholipase-D on cell membranes can directly bind to
human red cell membranes. Thus this toxin causes noxious effects in
cells that finally evoke lysis. Clostridium perfringens a-toxin, which
exhibits phospholipase-C (PLC) and sphingomyelinase (SMase)
activities, has already been studied as a hemolytic agent [Sakurai
et al., 2004]. PLC induces the hemolysis of sheep erythrocytes, and
this activity is linked to the activation of sphingomyelin metabolism
and the formation of sphingosine 1-phosphate [Ochi et al., 2004].
It was recently shown that hemolysis caused by a-toxin requires
the participation of an endogenous sphingomyelinase [Oda et al.,
2008].664 HEMOLYTIC ACTIVITY FROM LOXOSCELES PHOSPHOLIPASE-D TOXINMany of the morphological alterations observed herein (e.g.,
shrinkage, membrane blebbing, and phosphatidylserine exposure at
the outer membrane leaflet) are characteristic of suicidal death of
erythrocytes (eryptosis) [Lang et al., 2005]. One of the established
signaling pathways that converge to trigger eryptosis involves
phospholipase A2-mediated release of platelet-activating factor,
which activates a sphingomyelinase and leads to the formation of
ceramide. The enhanced ceramide levels associated with increased
cytosolic Ca2þ lead to membrane scrambling and subsequent
phosphatidylserine exposure [Lang et al., 2007]. We can postulate
that ceramide resulting from venom/toxin activity on erythrocyte
membrane sphingomyelin leads to phosphatidylserine exposure.
This suggestion is supported by recent work that shows the vertical
movement of ceramide from the outer to the inner leaflet membrane.
This ceramide was generated using an exogenous bacterial
sphingomyelinase that hydrolyzes sphingomyelin at the cell surface
[Mitsutake and Igarashi, 2007].
Based on the above results, we cannot rule out the possibility that
the serum complement system plays a role in the hemolytic activityJOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY
of brown spider venom phospholipase-D, as previously suggested by
literature data [Futrell, 1992; da Silva et al., 2004; Swanson and
Vetter, 2006]. Instead of this, however, it is rational to speculate that
the direct hemolytic effect induced by phospholipase together with
complement-dependent hemolysis represent a synergism for the
same noxious event described following accidents with brown
spiders.
The data described herein indicate that the catalytic activity of
phospholipase-D from brown spider venom plays a role in the direct
hemolytic activity of this toxin, and they therefore provide insights
into loxoscelism and contribute to the possibility of therapy based
on the inhibition of phospholipase toxin catalysis.ACKNOWLEDGMENTS
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ABSTRACT
Brown spider venom phospholipase-D belongs to a family of toxins characterized as potent bioactive agents. These toxins have been involved
in numerous aspects of cell pathophysiology including inﬂammatory response, platelet aggregation, endothelial cell hyperactivation, renal
disorders, and hemolysis. The molecular mechanism by which these toxins cause hemolysis is under investigation; literature data have
suggested that enzyme catalysis is necessary for the biological activities triggered by the toxin. However, the way by which phospholipase-D
activity is directly related with human hemolysis has not been determined. To evaluate how brown spider venom phospholipase-D activity
causes hemolysis, we examined the impact of recombinant phospholipase-D on human red blood cells. Using six different puriﬁed
recombinant phospholipase-Dmolecules obtained from a cDNA venom gland library, we demonstrated that there is a correlation of hemolytic
effect and phospholipase-D activity. Studying recombinant phospholipase-D, a potent hemolytic and phospholipase-D recombinant
toxin (LiRecDT1), we determined that the toxin degrades synthetic sphingomyelin (SM), lysophosphatidylcholine (LPC), and lyso-
platelet-activating factor. Additionally, we determined that the toxin degrades phospholipids in a detergent extract of human erythrocytes,
as well as phospholipids from ghosts of human red blood cells. The products of the degradation of synthetic SM and LPC following
recombinant phospholipase-D treatments caused hemolysis of human erythrocytes. This hemolysis, dependent on products of metabolism of
phospholipids, is also dependent on calcium ion concentration because the percentage of hemolysis increased with an increase in the dose of
calcium in the medium. Recombinant phospholipase-D treatment of human erythrocytes stimulated an inﬂux of calcium into the cells that
was detected by a calcium-sensitive ﬂuorescent probe (Fluo-4). This calcium inﬂux was shown to be channel-mediated rather than leak-
promoted because the inﬂux was inhibited by L-type calcium channel inhibitors but not by a T-type calcium channel blocker, sodium channel
inhibitor or a speciﬁc inhibitor of calcium activated potassium channels. Finally, this inhibition of hemolysis following recombinant
phospholipase-D treatment occurred in a concentration-dependent manner in the presence of L-type calcium channel blockers such as
nifedipine and verapamil. The data provided herein, suggest that the brown spider venom phospholipase-D-induced hemolysis of human
erythrocytes is dependent on the metabolism of membrane phospholipids, such as SM and LPC, generating bioactive products that stimulate a
calcium inﬂux into red blood cells mediated by the L-type channel. J. Cell. Biochem. 112: 2529–2540, 2011.  2011 Wiley-Liss, Inc.
KEY WORDS: PHOSPHOLIPASE-D; HEMOLYSIS; CALCIUM; LIPID METABOLITES; BROWN SPIDER; VENOM
T he dermonecrotic toxin (phospholipase-D) present in thebrown spider (genus Loxosceles) venom is a potent active
molecule, with several biological effects on hemostasis and the
inﬂammatory response. This molecule is part of a family of powerful
toxins containing several members with related activities [da Silva
et al., 2004; Kalapothakis et al., 2007]. Members of this toxin family
trigger platelet aggregation, cause hemolysis, increase vessel
permeability, induce a potent inﬂammatory response, are related
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with nephropathy, and cause dermonecrosis after accidents [Chaim
et al., 2006; Appel et al., 2008; Kusma et al., 2008; Chaves-Moreira
et al., 2009].
Through proteomic approaches, and using crude venom of
different Loxosceles species, the existence of 11 distinct toxins
(Loxosceles gaucho venom) belonging to the family of phospholi-
pases-D was reported [Machado et al., 2005], with three isoforms of
phospholipases-D (Loxosceles bonetti venom) [Ramos-Cerrillo et al.,
2004] and three toxin isoforms in the venom of Loxosceles reclusa
[dos Santos et al., 2009]. Using molecular biology techniques, six
different phospholipase-D isoforms were cloned and expressed
from a cDNA library of the venom gland of L. intermedia [Chaim et
al., 2006; da Silveira et al., 2006, 2007a, b; Appel et al., 2008].
Additionally, from the venom glands of other Loxosceles species, the
existence of other phospholipase-D isoforms was found, which
increases the number of toxin members and strengthens the idea
that they are a family of toxins that act synergistically [Binford et al.,
2005; Kalapothakis et al., 2007].
The ﬁrst studies regarding the biochemistry of the brown spider
venom dermonecrotic toxin characterized this molecule as a
sphingomyelinase-D, based on its activity to hydrolyze sphingo-
myelin (SM) into choline and C1P [Futrell, 1992]; however, based on
lipid hydrolysis analysis following toxin treatments, the term
phospholipase-D was postulated because members of this toxin
family hydrolyzes sphingolipids and lysoglycerophospholipids,
generating C1P or lysophosphatidic acid (LPA) [Lee and Lynch, 2005].
Some lipid metabolites that originate from cell membranes such
as ceramide, C1P, sphingosine, sphingosine-1-phosphate, phospha-
tidic acid, and LPA are bioactive molecules essential for cell
functions such as signal transduction, cell cycle arrest, apoptosis,
plasmamembrane viability, cell differentiation, and others [Ohanian
and Ohanian, 2001; Anliker and Chun, 2004; Mitsutake and
Igarashi, 2007].
Several case reports have described intravascular hemolysis
following brown spider accidents [Williams et al., 1995; de Souza
et al., 2008; McDade et al., 2010]. This hemolytic activity is
conﬁrmed by in vitro laboratory tests that pointed to Loxosceles
venom phospholipase-D as a hemolytic agent [Ribeiro et al., 2007;
Chaves-Moreira et al., 2009; Tambourgi et al., 2010]. The
mechanism by which brown spider venom phospholipase-D causes
hemolysis is currently under investigation. The degradation of
membrane phospholipids by brown spider phospholipase-D trig-
gered the synthesis of inﬂammatory molecules such as arachidonic
acid and Prostaglandin E2 (PGE2) [Chalfant and Spiegel, 2005].
Phospholipase-related hemolysins from several pathogens have
been shown to be involved in membrane ﬂuidity and in the
stimulation of calcium ion cytosolic activity [Lang et al., 2010; Oda
et al., 2010]. Molecules such as PGE2, C1P, and LPA have been
reported to increase intracellular calcium ion in erythrocytes in vitro
[Yang et al., 2000; Chalfant and Spiegel, 2005; Kaestner et al., 2006].
Recently, we compared the hemolytic activities of one brown
spider venom recombinant active phospholipase-D [Chaim et al.,
2006] and this same molecule with a site-directed mutation H12A in
the catalytic domain [Kusma et al., 2008]. The results showed
hemolytic activity for active phospholipase-D and an absence of
hemolytic activity for the mutated toxin, suggesting the direct
involvement of the catalysis in hemolysis [Chaves-Moreira et al.,
2009]. Herein, using this same model of recombinant toxins, we
present additional data that support a direct molecular mechanism
dependent on the catalytic activity of phospholipase-D for
hemolysis and the relationship between membrane phospholipids
toxin-induced metabolism and calcium.
MATERIALS AND METHODS
REAGENTS
Polyclonal antibodies to phospholipase-D toxin were produced in
rabbits as previously described [Luciano et al., 2004; Chaim et al.,
2006]. Hyperimmune IgGs were puriﬁed from serum using amixture
of Protein-A and Protein-G Sepharose beads (GE Healthcare Life
Sciences, Uppsala, Sweden) as recommended by the manufacturer.
All experimental protocols using animals were performed according
to the ‘‘Principles of laboratory animal care’’ (NIH Publication no
85–23, revised 1985), ‘‘Brazilian Federal Laws,’’ and the ethical
committee agreement number 245 of the Federal University of
Parana´. Verapamil, nifedipine, clotrimazole, ﬂunarizine, procaine,
ruthenium red, EDTA, CaCl2, sucrose and alkaline phosphatase-
conjugated anti-rabbit IgG were purchased from Sigma (St. Louis,
MO). Whole venom from L. intermedia was extracted from spiders
captured from the wild as described by Feitosa et al. [1998].
RECOMBINANT PROTEIN CLONING AND EXPRESSION
The venom gland cDNA library was previously compiled [Chaim et
al., 2006; da Silveira et al., 2006]. The GenBank data deposition
information for L. intermedia cloned LiRecDT1 cDNA is DQ218155,
for LiRecDT2 cDNA, DQ266399, LiRecDT3 cDNA, DQ267927,
LiRecDT4 cDNA, DQ431848, LiRecDT5 cDNA, DQ431849, and
LiRecDT6 cDNA, EF474482.
The cDNA corresponding to the mature phospholipase-D
LiRecDT1 protein was ampliﬁed by PCR. The forward primer used
was 30Rec sense (50-CTCGAGGCAGGTAATCGTCGGCCTATA-30)
and was designed to contain an XhoI restriction site plus the
sequence that is related to the ﬁrst seven amino acids of the mature
protein. The reverse primer was 30Rec antisense (50-CGGGATCCT-
TATTTCTTGAATGTCACCCA-30), which contains a BamHI restric-
tion site and a stop codon. The PCR product was cloned into a pGEM-
T vector (Promega, Madison). The pGEM-T vector containing the
cDNA, which encoded the mature protein, was then digested with
XhoI and BamHI restriction enzymes. The excised insert was gel
puriﬁed using a QIAquick Gel 74 Extraction Kit (Qiagen, Valencia)
and subcloned into a pET-14b vector (Novagen, Madison) digested
with the same enzymes.
The cDNA corresponding to the other isoforms of dermonecrotic
toxin ‘‘phospholipase-D’’ proteins were obtained according to da
Silveira et al. [2006] for LiRecDT2 and LiRecDT3, according to da
Silveira et al. [2007b] for LiRecDT4 and LiRecDT5, according to
Appel et al. [2008] for LiRecDT6.
The mutated toxin LiRecDT1 H12A was obtained by a
Megaprimer PCR method, which was performed with rounds of
PCR to introduce a site-directed mutagenesis in the LiRecDT1
sequence [Kusma et al., 2008]. Brieﬂy, the ﬁrst round introduced the
site-directed mutation into the ﬁrst histidine amino acid residue of
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the catalytic domain using the reverse primer P1H12A (50-
ATTTACCATGGCCCCCATGATC-30), which was designed to contain
the codon substitute for alanine plus the sequence related to the
other original amino acids of the mature protein.
All recombinant constructs were expressed as fusion proteins,
with a 6 His-Tag at the N terminus and a 13 amino acid linker
(including a thrombin site) between the 6 His-Tag and the mature
protein (N-terminal amino acid sequence before the mature protein:
MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMLE). pET-14b/L. intermedia cDNA
constructs were transformed into One Shot Escherichia coli
BL21(DE3)pLysS competent cells (Invitrogen, Carlsbad) and plated
on LB agar plates containing 100mg/ml ampicillin and 34mg/ml
chloramphenicol. A single colony was inoculated in 50ml LB broth
(100mg/ml ampicillin and 34mg/ml chloramphenicol) and grown
overnight at 378C. A 10ml portion of this overnight culture was
grown in 1 L of LB broth/ampicillin/chloramphenicol at 378C until
the OD at 550 nm reached 0.5. IPTG (isopropyl b-D-thiogalactoside)
was added to make a ﬁnal concentration of 0.05mM, and the culture
was induced by incubation for an additional 3.5 h at 308C (with
vigorous shaking). Cells were harvested by centrifugation (4,000g,
7min), and the pellet was frozen at 208C overnight.
RECOMBINANT PROTEIN PURIFICATION
Cell suspensions were thawed and additionally disrupted by six
cycles of 10 s of sonication at low intensity. Lysed materials were
centrifuged (20,000g, 20min), and the supernatants were incubated
with 1ml Ni2þ-NTA agarose beads for 1 h at 48C with gentle
agitation. The suspensions were loaded into a column, and the
packed gel was exhaustively washed with the appropriate buffer
(50mM sodium phosphate, pH 8.0, 500mM NaCl, 20mM imidazole)
until the OD at 280 nm reached 0.01. Recombinant proteins were
eluted with 10ml of elution buffer (50mM sodium phosphate, pH
8.0, 500mM NaCl, 250mM imidazole), and 1ml fractions were
collected and analyzed by 12.5% SDS–PAGE under reducing
conditions. Fractions were pooled and dialyzed against phosphate
buffered saline (PBS).
ERYTHROCYTES
Human erythrocytes were obtained from healthy donors. The blood
collection procedure was authorized by the ethical committee
agreement of the Federal University of Parana´.
PREPARATION OF ERYTHROCYTES
After blood was harvested with acidic EDTA Naþ 5% and a 21-gauge
needle (BD Plastipak, Franklin Lakes) on the day of each experiment,
the platelet-rich plasma and buffy coat were removed by aspiration
after centrifugation at 200g for 15min. Packed erythrocytes were
washed three times with tris buffer sucrose (TBS) for hemolysis
assays (250mM sucrose, 10mM Tris/HCl, pH 7.4, 280mOsm/
kg H2O). Washed erythrocytes were resuspended in the appropriate
buffer at a concentration of 5 108 cells/ml.
DETERMINATION OF HEMOLYTIC ACTIVITY
The hemolysis assay was performed as described by Harris and
Phoenix [1997]. Washed red blood cells (108 cells) were added to
each Eppendorf tube containing the appropriate concentration of
venom/toxin in TBS buffer (25mg/ml) without or with calcium (in a
range of 0, 0.001, 0.01, 0.1, 1, or 10mM), according to the
experiments described in the Figure legends. For this assay, samples
were performed in pentaplicate along with negative (in the presence
of the TBS only; in a ﬁnal volume of 400ml) and positive (red blood
cells in distilled water and 0.1% (v/v) Triton X-100) controls. After
12 h (for hemolysis assays in the presence of calcium in the medium)
or 24 h (for hemolysis assays in absence of calcium) of incubation
with gentle agitation, controls, and samples were centrifuged at 48C
(3min at 200g), and the absorbance of the supernatants were read
immediately at 550 nm (ELISA ELX 800 Auto Reader, Meridian
Diagnostics, Inc.). Absorbance values were converted to percent
hemolysis using the absorbance values of the positive control as
100% lysis. Alternatively, toxin-induced hemolysis was evaluated,
as reported above, but at time periods of 5, 15, 30, 60, 120, and
240min following toxin treatment and in presence of 1mM of
calcium. The absorbance of supernatants was read at 550 nm, and
the percentage of hemolysis was determined using the absorbance
values induced by distilled water as 100% of hemolysis (positive
control). The results represent an average of ﬁve experi-
ments SEM, P 0.0001.
PHOSPHOLIPASE ACTIVITY ASSAY
Phospholipase activity was measured using the Amplex Red Assay
Kit (Molecular Probes, Eugene). In this assay, Phospholipase-D
activity is monitored using 10-acetyl-3,7-dihydroxyphenoxazine
(Amplex Red reagent), a sensitive ﬂuorogenic probe for H2O2 [Appel
et al., 2008]. First, recombinant phospholipase-D (LiRecDT1)
hydrolyzes SM to yield ceramide-phosphate and choline. Then
choline is oxidized by choline oxidase to betaine and H2O2.
Finally, H2O2, in the presence of horseradish peroxidase, reacts with
the Amplex reagent in a 1:1 stoichiometry to generate the highly
ﬂuorescent product, resoruﬁn. All recombinant toxins (10mg each,
in three trials) were added to the Amplex Red reagent mixture. The
reaction tubes were incubated at 378C for 30min, and ﬂuorescence
was measured in a ﬂuorimeter Tecan Inﬁnite1 M200 (Tecan,
Ma¨nnedorf, Switzerland) using excitation at 540 nm with emission
detection at 570 nm. The same method was used to test the
hydrolysis ability of other phospholipids such as C16 Lyso PAF
(1-O-hexadecyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine), Egg SM
(Sphingomyelin Egg, Chicken), 16:0 Lyso PC (1-palmitoyl-2-
hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine) and 16:0-18:0 PC (1-pal-
mitoyl-2-stearoyl-sn-glycero-3-phosphocholine); however, the SM
in the kit was changed by other phospholipids and the choline
generated was measured. All phospholipids were acquired from
Avanti Polar Lipids, Inc. Alabaster, AL. Alternatively, to evaluate
whether calcium directly controls the catalytic activity of
recombinant phospholipase-D, phospholipase activity was mea-
sured identically as described above, but in the presence of calcium
at concentrations of 0.1 and 10mM.
CHOLINE RELEASE DETECTION FROM ERYTHROCYTE GHOST AND
ERYTHROCYTE GHOST EXTRACT
Ghosts of erythrocyte membranes were obtained from approxi-
mately 5 108 cells. Erythrocytes were lysed and washed in hypo-
osmotic buffer (NaH2PO4 5mM, PMSF 2mM, and pH 8.0). The lysed
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cells were collected by centrifugation (12,000 g, 10min, 48C), and
this procedure was repeated four times. The supernatant was
aspirated and the lysed cells were white; therefore, they were
practically hemoglobin-free.
The erythrocyte ghosts were resuspended in 1ml of cold
extraction buffer (Tris–HCl 50mM, NaCl 150mM, Triton X-100
0.5%). After gently homogenizing for 10min at 48C, cells were
centrifuged at 20,000 g for 20min at 48C, and supernatants were
collected for later use. Ghosts and extracts (100ml) were utilized as a
substrate for Whole Venom and LiRecDT1 and LiRecDT1 H12A
(100mg) in a total ﬁnal volume of 250ml for 1 h at 378C and gently
mixed using a rotational shaker in the BOD incubator. The treated
tubes were then added to a 250ml reaction mixture adapted from the
Amplex Red Sphingomyelinase Assay Kit (Molecular Probes)
containing choline oxidase (4 U), alkaline phosphatase (80 U),
horseradish peroxidase (20U), and Amplex Red reagent (100mM),
excluding the SM substrate. After incubation in a water bath for 1 h
at 378C, ﬂuorescence development was measured in a ﬂuorimeter
Tecan Inﬁnite1 M200 (Tecan, Ma¨nnedorf, Switzerland) using
excitation at 540 nm with emission detection at 570 nm.
DEGRADATION OF SPHINGOMYELIN AND
LYSOPHOSPHATIDYLCHOLINE
First, 100mM Egg SM (Sphingomyelin Egg, Chicken) and 100mM
16:0 Lyso PC (1-palmitoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocho-
line) were dissolved in chloroform. Next, 5mM SM and 5mM LPC
were diluted in TBS Buffer with 0.005% Triton X-100. Then
materials were incubated with 25mg/ml LiRecDT1 for 24 h with
gentle agitation at 378C, and controls (lipids without toxin
treatment) and samples were centrifuged at 48C (3min at 200g).
The supernatants were incubated with 5ml Ni2þ-NTA agarose beads
for 12 h at 48C with gentle agitation. Finally, the samples were
centrifuged at 48C (3min at 200g), and fractions were collected and
analyzed by 12.5% SDS–PAGE and Coomassie Blue Dye under
reduced conditions. For immunoblotting, proteins were transferred
to nitrocellulose ﬁlters and immunostained using puriﬁed IgGs that
react with dermonecrotic toxin LiRecDT1. The molecular mass
markers were acquired from Sigma.
MEASUREMENT OF Ca2R INFLUX INTO ERYTHROCYTES
CONTAINING FLUO-4
Human erythrocytes (1 108 cells/ml) were prepared in Ringer
Solution (122.5mM NaCl, 5.4mM KCl, 0.8mMMgCl2, 10mM HEPES,
11mM glucose, 1mM NaH2PO4, pH 7.4, 300mOsm/kg H2O),
containing 2.5mM CaCl2 and performed according with Kaestner
et al. [2006] and Haase et al. [2009]. Erythrocytes were loaded with
Fluo-4 AM (5mM) in buffer with Pluronic F-127 (0.01%) for 30min at
378C. This indicator has a high afﬁnity binding for Ca2þ (Kd¼ 345nM)
and a very large ﬂuorescence intensity increase in response to Ca2þ
binding (>100-fold). Subsequently, cells were washed twice with
Ringer Solution and equilibrated for de-esteriﬁcation for 30min at
room temperature. Cells were incubated with 25mg/ml of recombinant
phospholipase-D (LiRecDT1) and 25mg/ml of mutated phospholipase-
D (LiRecDT1 H12A) for 5, 15, 30, 45, 60, and 120min. Additionally,
10mM of the ionophore A23187 was used as a positive control. After
the reaction, the cells were transferred into a 96-well plate at a density
of 1 106 cells per well in a total volume of 100ml. The resulting
ﬂuorescence was recorded on a ﬂuorimeter Tecan Inﬁnite M200
(Tecan, Ma¨nnedorf, Switzerland) using an excitation wavelength of
485nm, and the emission was measured at 535nm.
Moreover, Fluo-4 dye-loaded human erythrocytes were settled
onto poly-L-lysine coated coverslips, and calcium images were
performed using a Zeiss Axio Observer.Z1 inverted microscope (Carl
Zeiss, Germany). The Fluo-4 AM was excited at 488 nm with
emission using the LP 505 nm ﬁlter (green channel). Single images
were obtained using the 63 oil lens for differential interface
contrast (DIC) and ﬂuorescence intensity with monochromatic
camera (AxioCam HRm, Carl Zeiss). Finally, AxioVision LE software
was used for image processing and for morphometric measures in
the Zeiss image format (ZVI).
EFFECT OF CATIONIC CHANNEL BLOCKERS ON THE
TOXIN-INDUCED HEMOLYSIS
To understand the toxin-stimulated Ca2þ uptake pathway, we
investigated the effect of cationic channel blockers on toxin-
induced Ca2þ entry and hemolysis. We performed the assay
according with Ochi et al. [2003]. Cells were treated with 25mM of
Flunarizine (T-type Ca2þ channel blocker), 25mM of Verapamil,
25mM Nifedipine (L-type Ca2þ channel blockers), 25mM of
Clotrimazole (Gardos-type Ca2þ-activated Kþ channel blocker),
25mM of Procaine (Naþ channel blocker), or 25mM of ruthenium
red (unspeciﬁc Ca2þ channel blocker). Then samples were incubated
with 25mg/ml of LiRecDT1 and 100mM calcium in TBS Buffer for
12 h. The hemolytic activity was evaluated according to the
previously mentioned method. Additionally, two calcium channel
blockers (nifedipine and verapamil) were investigated upon toxin-
induced hemolysis as described above, except they were used at
serial concentrations of 0.0001, 0.001, 0.01, 0.1, and 1mM and
toxin-induced hemolysis detected as previously reported.
RESULTS
DIFFERENT MEMBERS OF PHOSPHOLIPASE-D-FAMILY TOXINS OF
BROWN SPIDER VENOM CAUSE DISTINCT LEVELS OF HEMOLYSIS
Previously, we provided experimental data reporting direct
hemolysis of human erythrocytes following treatment with a
phospholipase-D toxin-family member (LiRecDT1) expressed as a
recombinant toxin from a cDNA library of the Loxosceles intermedia
venom gland [Chaim et al., 2006; Chaves-Moreira et al., 2009]. We
cloned and expressed six different isoforms of brown spider
venom phospholipase-D; therefore, we studied their hemolytic
activity on human erythrocytes. Additionally, we studied LiR-
ecDT1H12A, a recombinant phospholipase-D isoform, with a
mutation by substitution of a residue of histidine by alanine at
the catalytic site [Chaim et al., 2006; Chaves-Moreira et al., 2009].
Figure 1A depicts hemolysis of human red blood cells incubated
with six different isoforms of recombinant phospholipase-D, and a
mutated isoform expressed and puriﬁed under the same experimen-
tal conditions, named LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3, LiRecDT4,
LiRecDT5, LiRecDT6, and LiRecDT1H12A. As observed, the
treatment of erythrocytes with different toxin isoforms under the
same experimental conditions caused different percentages of
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hemolysis. Additionally, Figure 1B shows that these same toxin
isoforms have different phospholipase-D activity. The results
suggest a correlation between hemolysis induced by toxins and
their phospholipase-D activity (catalysis).
THE RECOMBINANT PHOSPHOLIPASE-D ISOFORM LIRECDT1
CAUSES DEGRADATION OF SYNTHETIC PHOSPHOLIPIDS AND
PHOSPHOLIPIDS OF THE CYTOPLASMIC MEMBRANE OF HUMAN
ERYTHROCYTES
To determine the speciﬁcity and which kind of phospholipid(s) is
degraded by LiRecDT1, different synthetic phospholipids such as
sphingomyelin (SM) a sphingophospholipid, and lysophosphatidyl-
choline (LPC), lyso-platelet activating factor (LPAF), and phospha-
tidylcholine (PC), glycerophospholipids, were treated with LiRecDT1
under the same experimental conditions, and choline generation
was evaluated using a ﬂuorimetric method. As shown in Figure 2A,
recombinant toxin was able to degrade SM, LPC, and LPAF but did
Fig. 2. The recombinant phospholipase-D LiRecDT1 degrades synthetic phos-
pholipids and phospholipids of the plasma membrane of human erythrocytes.
A: The ability of recombinant phospholipase-D to degrade phospholipids was
evaluated through a ﬂuorimetric method using an Amplex Red Assay Kit,
substituting a phospholipid substrate by synthetic phospholipids such as
sphingomyelin (SM), lysophosphatidylcholine (LPC), lyso-platelet activating
factor (LPAF), and phosphatidylcholine (PC) and verifying the production of
choline after phospholipids/toxin exposure at 378C for 30min (see Materials
and Methods for details). As a negative control, phospholipids were incubated
in the absence of toxin but under the same laboratory conditions. The results
show an average of ﬁve experiments SEM. P 0.0001. As shown, recom-
binant toxin was able to degrade SM, LPC, and LPAF, under the conditions
evaluated. Additionally, ghosts of human red blood cells (B) or detergent
extract of human erythrocytes (C) were treated with crude venom, recombinant
phospholipase-D LiRecDT1, recombinant toxin LiRecDT1H12A (H12A), and in
the absence of toxins but under the same laboratory conditions as a negative
control. The generation of choline was analyzed by a ﬂuorimetric assay under
identical conditions as described above. The results show an average of ﬁve
experiments SEM. P 0.0001. As depicted, both crude venom and LiR-
ecDT1 degraded phospholipids of ghost and detergent extract of human
erythrocytes, compared to the negative control and mutated toxin that did
not generate choline.
Fig. 1. Different members of phospholipase-D family toxins of brown spider
venom cause distinct levels of hemolysis and have different phospholipase-D
activity. A: Human erythrocytes were exposed to 25mg/ml of different puriﬁed
recombinant phospholipase-D toxins named LiRecDT1 (DT1), LiRecDT2 (DT2),
LiRecDT3 (DT3), LiRecDT4 (DT4), LiRecDT5 (DT5), LiRecDT6 (DT6), and LiR-
ecDT1H12A (H12A) for 24 h at 378C and were evaluated for hemolysis. As a
control, erythrocytes were incubated in the absence of toxins but under the
same laboratory conditions. The results show an average of ﬁve experi-
ments SEM. P 0.0001. B: Alternatively, phospholipase-D activity of
puriﬁed recombinant toxins was evaluated using a ﬂuorimetric method
with the Amplex Red Assay Kit at 378C for 30min as shown in the Materials
and Methods section. The control was a reaction in the absence of any toxin.
The product of a reaction was determined at 540 nm (absorption) with
emission detection at 570 nm. Reactions used 10mg of each toxin in triplicate.
Values given are the average SEM, P 0.0001.
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not act on PC under the conditions used. Additionally, to ascertain
whether this recombinant phospholipase-D could change the levels
of phospholipids present in the cytoplasmic membrane of
erythrocytes, ghosts of human red blood cells (Fig. 2B) or detergent
extract of human erythrocytes (Fig. 2C) were treated with crude
venom, LiRecDT1, and LiRecDT1H12A, and the generation of
choline was analyzed by a ﬂuorimetric assay. As depicted in ﬁgures,
production of choline was observed following crude venom and
LiRecDT1 treatments but not after LiRecDT1H12A in both situations,
supporting the accessibility and activity of recombinant phospholi-
pase-D on membrane erythrocyte phospholipids.
THE PRODUCTS OF DEGRADATION OF SPHINGOMYELIN AND
LYSOPHOSPHATIDYLCHOLINE FOLLOWING TREATMENT WITH
RECOMBINANT PHOSPHOLIPASE-D CAUSE HEMOLYSIS OF HUMAN
BLOOD CELLS
With the goal of conﬁrming the relationship between the
metabolism of phospholipids and hemolytic activity induced by
recombinant phospholipase-D, we next treated synthetic SM, or
LPC, or both phospholipids together (Fig. 3A) with recombinant
phospholipase-D. The products made were submitted to afﬁnity
chromatography on Ni2þ-agarose to remove His-tag phospholipase-
D. The efﬁciency of chromatography was conﬁrmed by electropho-
resis visualized by Coomassie Blue dye and by immunoblotting
using antibodies to the recombinant toxin (Fig. 3B,C). After
chromatography, the products (ﬂow through) were sequentially
incubated with human erythrocytes. As shown, when red blood cells
were incubated with the product of the degradation of SM, LPC, or
both the products of degradation together, lyses of cells occurred,
suggesting that the products of metabolism of phospholipids
following recombinant phospholipase-D treatment can induce
hemolysis.
RECOMBINANT PHOSPHOLIPASE-D-INDUCED HEMOLYSIS
INCREASES IN A CALCIUM-DEPENDENT MANNER
Several literature reports have described a role for calcium in
hemolysis that is induced by products of metabolism of phospho-
lipids [Yang et al., 2000; Ochi et al., 2003]. With the objective to
verify the involvement of calcium on recombinant phospholipase-
D-induced hemolysis, we next analyzed the hemolytic activity of
recombinant phospholipase-D on washed human red blood cells
with increasing concentrations of calcium. Human erythrocytes
were incubated in synthetic medium containing increased doses of
calcium (0–10mM) and the same concentration of LiRecDT1, and
the percentage of hemolysis was determined (Fig. 4A). As shown, the
percentage of hemolysis increased with an increase in the dose of
calcium. Additionally, we repeated hemolytic assays using other
isoforms of recombinant toxins such as LiRecDT2, LiRecDT3,
LiRecDT4, LiRecDT5, LiRecDT6, and LiRecDT1H12A, and we
compared hemolysis in the absence or in the presence of 1mM of
calcium. As depicted in Figure 4B, an increase in the hemolytic
activity of all toxin isoforms in the presence of calcium was
observed. These data suggested the possibility that the phospholi-
pase-D-induced metabolism of phospholipids constituents of
membrane may play a role in calcium inﬂux or that calcium
may directly control the activity of enzyme.
CALCIUM DOES NOT CHANGE THE CATALYTIC ACTIVITY
OF RECOMBINANT PHOSPHOLIPASE-D. RECOMBINANT
PHOSPHOLIPASE-D CAUSES AN INFLUX OF CALCIUM
IN HUMAN ERYTHROCYTES
To better understand the relationship between the molecular
pathways regulating the metabolism of phospholipids induced by
phospholipase-D and calcium ions, we analyzed whether calcium
directly controls the catalytic activity of recombinant phospholi-
pase-D, measuring the phospholipase-D activity in the presence of
different concentrations of calcium, and we used SM as a substrate
for a ﬂuorimetric assay. As depicted in Figure 5A, no change in
phospholipase-D activity was witnessed when the toxin was
incubated with different calcium concentrations, suggesting that
calcium does not directly control the catalytic activity of the enzyme
because lower and higher calcium concentrations induced phos-
pholipase-D activity in a similar manner. To ascertain the
Fig. 3. The products of degradation of sphingomyelin and lysophosphati-
dylcholine following treatment with recombinant phospholipase-D caused
hemolysis of human blood cells (A). Synthetic sphingomyelin (SM) and
lysophosphatidylcholine (LPC) were incubated with puriﬁed recombinant toxin
LiRecDT1 at the concentration of 25mg/ml, for 24 h at 378C. The products
created following phospholipid treatment with toxin were submitted to
afﬁnity chromatography on Ni2þ-agarose to remove phospholipase-D. Human
erythrocytes were incubated for 24 h at 378C with the product of degradation
of sphingomyelin after toxin treatment (SM), the product of degradation of
lysophosphatidylcholine after toxin exposure (LPC), or both products of
degradation of phospholipids together (SMþ LPC) following Ni2þ-chroma-
tography (ﬂow through). As a negative control, erythrocytes were incubated
with puriﬁed synthetic phospholipids before toxin treatment. B,C: Shows SDS–
PAGE under reducing conditions of products of degradation of phospholipids
after chromatography that were visualized by Coomassie Blue dye or immu-
noblotting using an antibody speciﬁc to recombinant toxin, respectively.
Molecular protein masses are shown on the left of ﬁgures. Lanes 1 contain
puriﬁed toxin, lanes 2 depict ﬂow through of Ni2þ-chromatography of
sphingomyelin-toxin treated mixture. Lanes 3 show eluate of Ni2þ-chroma-
tography of sphingomyelin-toxin treated mixture. Lanes 4 contain ﬂow
through of Ni2þ-chromatography of lysophosphatidylcholine-toxin treated
mixture. Lanes 5 show eluate of Ni2þ-chromatography of lysophosphatidyl-
choline-toxin treated mixture. As shown, no toxin was observed in the products
of degradation of phospholipids after Ni2þ-chromatography.
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relationship between phospholipase-D activity, the metabolism of
erythrocyte phospholipids and calcium and to evaluate whether
toxin treatment induces a calcium inﬂux into erythrocytes, we
examined calcium inﬂux into erythrocytes following recombinant
phospholipase-D treatment in the presence of Fluo-4, a cell
permeable and calcium-sensitive ﬂuorophore. As shown in
Figure 5B, phospholipase-D treatment (LiRecDT1) but not LiR-
ecDT1H12A (toxin mutated at the catalytic site) caused an increase
of ﬂuorescence in erythrocytes in a time-dependent manner.
Additionally, ﬂuo-4 loaded erythrocytes were treated with
recombinant phospholipase-D in different time intervals, and the
cells were observed using an inverted microscope for DIC and
ﬂuorescence intensity (see details in Materials andMethods section).
An increase in ﬂuorescence and calcium up take was observed
relative to the time following toxin treatment (Fig. 5C), strengthen-
ing the idea that toxin exposure induced a calcium inﬂux into the
cells and a relationship exists among toxin-induced metabolism of
phospholipids (catalysis), calcium, and hemolysis. This ﬁnding is
corroborated by toxin-induced hemolysis of human erythrocytes
incubated with the same concentration of recombinant phospholi-
pase-D as used for the calcium uptake experiment (Fig. 5C) at
different time intervals. As shown (Fig. 5D), hemolysis occurred in a
time-dependent manner, but it has initiated only 1 h following toxin
exposure. At this point, the calcium concentration inside the cells
was sufﬁciently high to induce hemolysis, which was not as a
consequence of membrane leakage.
RECOMBINANT PHOSPHOLIPASE-D INDUCED HEMOLYSIS DEPENDS
ON A CALCIUM CHANNEL
Additionally, we investigated whether recombinant toxin induces
calcium inﬂux into human erythrocytes using calcium channel
inhibitors. Washed human erythrocytes were incubated with
recombinant phospholipase-D (LiRecDT1) in the presence of calcium
and different calcium channel inhibitors such as ruthenium red
(unspeciﬁc calcium channels inhibitor), nifedipine and verapamil
(selective calcium channel L-type inhibitors), clotrimazole (speciﬁc
inhibitor of Ca2þ-activated Kþ channel), ﬂunarizine (selective
calcium channel T-type inhibitor), and procaine (sodium channel
inhibitor, as negative control). As shown in Figure 6A, only
ruthenium red, nifedipine, and verapamil inhibited toxin-induced
hemolysis, suggesting that calcium inﬂux and the participation of
calcium channel L-type play a role in Brown spider phospholipase-
D-induced hemolysis. Additionally, to strengthen the idea that
calcium channel L-type plays a role in hemolysis, we examined
hemolysis induced by recombinant phospholipase-D by incubating
washed erythrocytes treated with phospholipase-D in the presence
of calcium and various concentrations of nifedipine and verapamil
(L-type Ca2þ channel blockers). As shown in Figure 6B, nifedipine
and verapamil caused the inhibition of hemolysis occurred in a
concentration-dependent manner, corroborating the evidence of a
calcium inﬂux dependent on a L-type channel. As observed,
nifedipine blocked hemolysis more efﬁciently compared to
verapamil, which strengthened the hypothesis of calcium inﬂux
playing a role in hemolysis stimulated by brown spider phospholi-
pase-D.
DISCUSSION
The mechanism by which the venom exerts its hemolytic effect is
currently under investigation. Blood cell lysis induced by Loxosceles
spider venom has been demonstrated based on the clinical features
observed in accident victims, which include hematuria, hemoglo-
binuria, proteinuria, elevated creatine kinase levels, and shock
[Williams et al., 1995; Bey et al., 1997; Lung and Mallory, 2000;
Franc¸a et al., 2003]. Additionally, a great number of case reports
have described hemolysis following brown spider accidents [Murray
and Seger, 1994; Williams et al., 1995; de Souza et al., 2008].
Fig. 4. Recombinant phospholipase-D toxin-induced hemolysis increases in a
calcium-dependent manner. A: Human erythrocytes were incubated with
25mg/ml of puriﬁed recombinant toxin (LiRecDT1) or in the absence of toxin
(negative control) for 12 h at 378C and with increasing concentrations of
calcium (0–10mM). The absorbance of supernatants was read at 550 nm, and
the percentage of hemolysis was determined using the absorbance values
induced by distilled water as 100% of hemolysis. The results represent an
average of ﬁve experiments SEM. P 0.0001. B: Additionally, we com-
pared the hemolysis caused by all different isoforms of phospholipases-D
(LiRecDT1, LiRecDT2, LiRecDT3, LiRecDT4, LiRecDT5, LiRecDT6, and LiR-
ecDT1-H12A) in the absence or presence of 10mM of calcium. Hemolysis was
determined under identical conditions as described above. As a control,
hemolysis was evaluated by incubating cells with toxins using a buffer without
calcium. The results represent average of ﬁve experiments SEM.
P 0.0001. As observed, toxin-induced hemolysis occurs in a calcium
concentration-dependent manner for LiRecDT1, and for all toxin isoforms
studied, the presence of calcium increased the percentage of hemolysis, except
for the toxin with modiﬁcation at the catalytic site H12A.
JOURNAL OF CELLULAR BIOCHEMISTRY CAþ2 & LIPID ARE RELATED TO VENOM’S HEMOLYSIS 2535
The brown spider venom phospholipase-D (also named
dermonecrotic toxin) is the best-known toxin found in different
Loxosceles species venom. Currently, a family of related
molecules characterized as phospholipases-D is thought to
exist [Kalapothakis et al., 2007]. The family-members of phospholi-
pase-D toxins contribute to the major deleterious effects of
brown spider bites, including hemolysis [Forrester et al., 1978],
platelet aggregation [Kurpiewski et al., 1981], blood vessel
hyperpermeability [da Silveira et al., 2006], nephrotoxicity
Fig. 5. Comparative phospholipase-D activity of puriﬁed recombinant toxin (LiRecDT1) in the absence and in the presence of different calcium concentrations. Human
erythrocyte treatment with recombinant phospholipase-D causes an inﬂux of calcium (A). Initially, phospholipase-D activity of LiRecDT1 was evaluated in the absence or in the
presence of 0.1 and 10mM of calcium with the Amplex Red ﬂuorimetric assay at 378C for 30min. The product of the reaction was determined at 540 nm (absorption) with
emission detection at 570 nm. As a negative control, PBS was used. As observed, variation in the calcium concentration did not change phospholipase-D activity (B). Next, we
analyzed the effect of phospholipase-D treatment on calcium uptake into human erythrocytes. Human erythrocytes in the presence of Fluo-4 were incubated with LiRecDT1 in a
calcium containing buffer, and ﬂuorescence of Fluo-4 was measured after various periods. As a negative control, erythrocytes were incubated under the same laboratory
conditions but in the absence of toxin treatment. As a positive control, erythrocytes were incubated with a calcium ionophore A23187. Comparatively, LiRecDT1H12A with
mutation on the catalytic site was also used. As detected, there was an increase in the uptake of calcium in a time-dependent manner following LiRecDT1 exposure, but no
calcium uptake was observed after LiRecDT1H12A treatment (C). Additionally, human erythrocytes were exposed to 25mg/ml of recombinant phospholipase-D (LiRecDT1) for
different times (5, 15, 30, and 60min) and then observed by transmission microscopy with DIC and ﬂuorescence imaging of ﬂuor-4-loaded cells. The control represents
erythrocytes in the absence of toxin but ﬂuor-4-loaded. As shown, toxin treatments induced an increase of calcium inside cells in a time-dependent manner. Scale bars are
shown at the (D). Erythrocytes were incubated with 25mg/ml of LiRecDT1 over different time periods.
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and mouse lethality [Chaim et al., 2006; Kusma et al., 2008], and
typical dermonecrotic lesions [Futrell, 1992; da Silva et al., 2004].
Evidence for the participation of phospholipase-D family
members playing a role in hemolysis following brown spider bites
comes from experimental data using native and/or recombinant
toxins [Futrell, 1992; da Silva et al., 2004; Ribeiro et al., 2007]. It was
described that crude venom toxins or puriﬁed native phospholipase-
D toxin bind directly to the membranes of erythrocytes and lyses
these cells, and it was postulated that such as interaction with the
membranes of erythrocytes is through SM [Futrell, 1992]. Recently,
by studying recombinant phospholipase-D (LiRecDT1) [Chaim et al.,
2006] compared to a mutated isoform LiRecDT1 H12A [Kusma et al.,
2008] that had a substitution of a residue of histidine at position 12
by a residue of alanine at the catalytic site of the toxin [Murakami
et al., 2006], we were able to identify a direct hemolytic effect for
LiRecDT1 toxin. We described that this effect is dependent on
catalysis because the mutated isoform was depleted of hemolytic
activity [Chaves-Moreira et al., 2009]. By studying human
erythrocytes treated with recombinant phospholipase-D and
immunostained with antibodies against this toxin or red blood
cells treated with a recombinant fusion toxin GFP-LiRecDT1 and
analyzed by confocal microscopy, speciﬁc binding was reported of
recombinant phospholipase-D to the membrane of erythrocytes
[Chaves-Moreira et al., 2009].
Herein, we studied recombinant isoforms of the phospholipase-D
toxin from the L. intermedia venom gland and searched for a
relationship among hemolysis of human erythrocytes, phospholi-
pase-D catalysis, phospholipids metabolism, and calcium. Initially,
by analyzing six different isoforms of recombinant phospholipase-
D, our experimental results support a differential activity of
hemolysis according to the isoform of the toxin used. Additionally,
there is a correlation between phospholipase-D activity (analyzed by
degradation of SM treated by distinct isoforms of toxin and a
ﬂuorimetric assay) and the percentage of hemolysis because
isoforms of the toxin with high hemolytic effect have high
phospholipase-D activity. These results are in agreement with
literature data, which have reported that phospholipase catalysis
plays a role in hemolysis [Ochi et al., 2004; Oda et al., 2008; Chaves-
Moreira et al., 2009].
To prove that phospholipase-D catalysis and the degradation of
membrane phospholipids play a role in the lysis of human red blood
cells, we additionally showed that a recombinant phospholipase-D
(LiRecDT1) isoform was able to degrade SM, LPC, and lyso-platelet
activating factor, some of which are very important membrane
constituents of human erythrocytes [Virtanen et al., 1998].
Additionally, we described that detergent extract of human
erythrocytes and erythrocyte ghosts treated with LiRecDT1
generated the production of choline, detected by a ﬂuorimetric
assay. Based on these results, it appears that the toxin does stimulate
the hydrolysis of important synthetic phospholipid constituents of
membrane erythrocytes, and additionally, has the accessibility and
activity of both erythrocyte membrane detergent extract and
erythrocyte ghost phospholipids (proved by the generation of
choline). These observations, together with literature data [Futrell,
1992; Chaves-Moreira et al., 2009], indicate that recombinant
phospholipase-D can interact with erythrocyte membrane consti-
tuents, has hydrolytic activity toward puriﬁed phospholipids, and
can directly metabolize phospholipids structurally organized on
membrane erythrocytes, or extracted from erythrocyte membranes.
The absence of a nucleus in human erythrocytes precludes the cell
from synthesizing new proteins in response to extracellular stimuli;
therefore, together with the lack of organelles such as the
endoplasmic reticulum and Golgi apparatus that precludes the
cell to regenerate the plasma membrane, we speculated that
the toxin-induced membrane phospholipid metabolism and gener-
ated products are directly related to red blood cell lysis.
It is well known that the enzymatic activity of phospholipase-D
on SM generates choline plus ceramide1-phosphate, and phospho-
lipase-D catalysis on LPC produces choline plus LPA [Anliker and
Fig. 6. Recombinant phospholipase-D-induced hemolysis depends on a Cal-
cium channel. A: To study the inﬂuence of calcium channel blockers upon
toxin-induced hemolysis, human erythrocytes were incubated with or without
phospholipase-D toxin (LiRecDT1) in the presence of various ion channel
blockers such as ruthenium red (Red) (unspeciﬁc calcium channels inhibitor),
nifedipine (Nif) and verapamil (Ver) (selective calcium channel L-type inhi-
bitors), clotrimazole (Clo) (speciﬁc inhibitor of Ca2þ-activated Kþ channel),
ﬂunarizine (Flu) (selective calcium channel T-type inhibitor), and procaine
(Pro) (sodium channel inhibitor). As a control for positive hemolysis, erythro-
cytes were incubated with recombinant toxin but in the absence of ion channel
inhibitors. Hemolysis was determined as previously described above. The results
represent an average of ﬁve experiments SEM. P 0.0001 (B). Addition-
ally, we examined hemolysis induced by recombinant phospholipase-D
(LiRecDT1), incubating washed erythrocytes treated by phospholipase-D,
in the presence of calcium and various concentrations of nifedipine and
verapamil. As observed, both calcium channel inhibitors blocked toxin-induced
hemolysis in a dose-dependent way. The results represent the average of ﬁve
experiments SEM.
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Chun, 2004; Moolenaar et al., 2004; Lee and Lynch, 2005]. Both
ceramide1-phosphate and its metabolites such as ceramide,
sphingosine and sphingosine 1-phosphate, and LPA are potent
bioactive molecules related with biological functions including cell
survival, mammalian inﬂammatory response, cellular differentia-
tion, cellular senescence, apoptosis, cell proliferation, platelet
aggregation, and hemolysis [Yang et al., 2000; Ohanian and
Ohanian, 2001; Chalfant and Spiegel, 2005]. After reporting that
recombinant phospholipase-D was able to hydrolyze synthetic and
erythrocyte membrane phospholipids, we next showed that the
products of metabolism of synthetic SM and LPC following
treatments with recombinant phospholipase-D, after removing the
phospholipase of mixture, and when incubated with washed human
erythrocytes caused hemolysis of cells. The product of degradation
of SM following toxin incubation caused lysis of cells, and the
product of hydrolysis of LPC also lysed cells. Additionally,
interestingly, when both degradation products were mixed, the
percentage of hemolysis increased. These observations indicate that
the products generated by toxin-activated metabolism of SM and
metabolism of LPC plays a role in hemolysis of human cells.
Therefore, it appears that the toxin stimulates the production of
ceramide 1-phosphate from SM (a lipid constituent of erythrocyte
membrane), generates LPA from LPC (another lipid constituent of
erythrocyte membrane), and these bioactive lipid metabolites lead to
hemolysis of human erythrocytes as reported in several examples in
the literature [Oda et al., 2008; Oda et al., 2010; Ohanian and
Ohanian, 2001].
Additionally, we detected that the percentage of hemolysis induced
by the treatment of washed erythrocytes with recombinant
phospholipase-D occurs in a calcium-dependent concentration
manner because hemolysis increases following toxin exposure, and
it also increases depending on calcium doses used in the medium.
Therefore, this result showed that the activation of phospholipid
metabolism and hemolysis after toxin exposure stimulated calcium
inﬂux related to lyses of cells, which is in agreement with literature
data that report that other toxin-induced hemolysis such as
Clostridium perfringens alpha-toxin is dependent on calcium uptake
[Ochi et al., 2003]. Moreover, an inﬂux of calcium ions inside
erythrocytes following phospholipase-D treatment is supported by
experiments using Fluo-4, a cell permeable and calcium-sensitive
ﬂuorophore, which showed an increase in ﬂuorescence after toxin
treatment. Finally, the above mentioned results, which demonstrated
that calcium is required in brown spider phospholipase-D-induced
hemolysis, are in agreement with the data described by Yang et al.
[2000], who reported that LPA (a product generated following toxin
treatment of cells) induces calcium entry in human erythrocytes.
Alternatively, calcium may directly control the catalytic activity
of phospholipase-D by binding to some region of this enzyme, which
may contribute to an increase in lipid catalysis. The catalytic region
of brown spider phospholipase-D is a metal coordinated domain that
is dependent on magnesium [Murakami et al., 2005, 2006]. Calcium
and magnesium belong to the same chemical family of alkaline
earth metals. However, no changes in the measurement of
phospholipase-D activity (using SM as substrate) were observed
in the presence of different increasing doses of calcium. Therefore,
the idea that phospholipase-D-induced hemolysis is controlled by
direct binding of calcium, stimulating catalysis activation in the
enzyme, was refused. Together with the above mentioned results,
our data show that brown spider phospholipase-D-induced
hemolysis is dependent on an extracellular inﬂux of calcium
because the absence of smooth endoplasmic reticulum and
mitochondria in erythrocytes (two organelles related with intracel-
lular store of calcium) prevents the erythrocyte from discharging
intracellular stores of this ion.
To understand whether calcium inﬂux into erythrocytes follow-
ing recombinant phospholipase-D treatment was a consequence of a
leakage of membrane of cells or as consequence of the activation of
calcium channel, we analyzed toxin-induced hemolysis in the
presence of different ion channel blockers or with different calcium
channel inhibitors. A decrease of percentage of hemolysis after toxin
treatment was observed just in the presence of ruthenium red (an
unspeciﬁc calcium channel inhibitor) and nifedipine (selective
calcium channel L-type blocker). No changes were observed in
toxin-induced hemolysis in the presence of other inhibitors such
as procaine (sodium channel blocker), ﬂunarizine (calcium
channel T-type blocker), or clotrimazole (speciﬁc inhibitor
of Ca2þ-activated Kþ channels ‘‘Gardos-type’’). Based on the results
reported herein, we can conclude that the inﬂux of extracellular
calcium into human erythrocytes after recombinant phospholipase-
D exposure is channel mediated rather than as a consequence of
leakage promoted by enzymes acting on erythrocyte plasma
integrity. Additionally, the experiments showing that toxin-induced
hemolysis occurs just after calcium up take and appears at least 2 h
following toxin treatment corroborate this hypothesis. Finally, the
fact that nifedipine and verapamil (two calcium channel L-type
inhibitors) blocked toxin-induced hemolysis in a dose-dependent
manner, strengthened the hypothesis that calcium inﬂux occurs
through a L-type channel and plays a role in hemolysis.
Interestingly, the experiments performed using higher doses of
nifedipine or verapamil (calcium L-type channel blockers) showed
that the inhibition of hemolysis after recombinant toxin exposure
although clear, was partial. These observations suggest that
mechanisms other than calcium inﬂux can contribute to hemolysis.
It has been reported that lipid mediators such as those produced
following phospholipase-D treatment of cells (ceramide 1-phos-
phate or its metabolites and LPA), can activate several intracellular
signaling cascades that may also contribute to hemolysis. For
instance, these bioactive lipids interact with G-protein-coupled
receptors that activate oncogenes such as Rho and Ras, PLC, PI3K,
and adenylyl cyclase, which may contribute to hemolysis [Spiegel,
2003; Anliker and Chun, 2004].
In conclusion, we have shown herein that the metabolism of
membrane phospholipids such as SM and LPC and the inﬂux of
calcium mediated by a L-type channel in human erythrocytes
treated with brown spider venom recombinant phospholipase-D is
involved in hemolysis.
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ABSTRACT 
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beneficial. Their venoms are rich mixtures of molecules that are naturally involved in 
capturing, killing and digesting prey or for protection against predators. Occasionally, 
patients are envenomated after an accidental bite or contact with toxic venoms, and this 
can produce dangerous, painful lesions or significant systemic effects. Important clinical 
syndromes are produced by specimens from the phylum Arthropoda, specifically the 
classes Arachnida (spiders, scorpions), Insecta (bees, wasps and caterpillars) and marine 
species such as sea anemones and cnidarians. Serpents are also involved in important 
and sometimes lethal envenoming. These animals possess a wide variety of biologically 
active substances whose mechanisms of action are often unknown. This article will 
focus on the physiological hemolytic effects of toxins and crude venoms and their 
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actions at the cellular level. An understanding of the mechanisms underlying the in vivo 
toxic effects of these substances will facilitate the development of more effective 
treatments against envenoming and aid the development of putative biotechnological 
applications. Bioactive molecules secreted by prokaryotic and eukaryotic organisms are 
important resources for bioprospection studies and for the development of technology 
related to therapeutic and health care products. This review will outline examples of 
such compounds and their activities. 
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1. INTRODUCTION 
Hemolytic disorders are characterized by signs of accelerated intravascular or 
extravascular erythrocyte destruction and vigorous blood regeneration. Intravascular 
hemolysis is accompanied by unique manifestations such as hemoglobinemia, 
hemoglobinuria, and hemosiderinuria that can culminate in renal failure (Goldfrank, 
2009). Around the world, these disorders have been found in patients who were 
envenomated after a bite or contact with lytic venoms from single-celled 
microorganisms to multicellular metazoan animals.  
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Historically, the classic model used to study hemolytic toxins has been snake 
venom, and snake envenoming has been the cause of significant health problems 
worldwide (Warrell, 2002; Gutierrez et al., 2009a, b). Problems that develop following 
accidents with snake venom include intravascular bleeding due to the activation of 
clotting protein, hemolysis, hemoglobinemia, and hemoglobinuria. The intensity of 
symptoms varies with the severity of the accident and with species of serpent. 
The mechanism of erythrocyte lysis related to snake bites involves 
phospholipases that are present in most venoms from snakes including cobras 
(Wasserman, 1988; Gutierrez et al., 2009c), Australian king brown snakes (Currie, 
2004a, b), Tunisian saw-scaled (carpet) vipers (Gillissen et al., 1994), U.S. rattlesnakes 
(Biardi et al., 2006; Salazar et al., 2008), Habu snakes (Yamamoto et al., 2001), 
Bothrops snakes (Diaz et al., 2001; Lanari et al., 2010; de Oliveira et al., 2011) and, 
most significantly, from the several species of Russell vipers found throughout India 
and the rest of Asia (Nuchprayoon et al., 2001; Chakraborty et al., 2002; Kanjanabuch 
and Sitprija, 2008). 
The phospholipase-D family of venoms is also responsible for the mechanism of 
intravascular hemolysis and most of the clinical symptoms related to the bite of a small 
brown spider from the Loxosceles genus, which is found mainly in South America and 
the southwestern part of the United States. The spider species implicated in these 
regions are the brown spiders L. intermedia, L. gaucho, L. laeta and L. anomala (South 
America) and Loxosceles recluse (United States) (Senff-Ribeiro et al., 2008; Bucaretchi 
et al., 2010; McDade et al., 2010).  
Initially, the Loxosceles bite is painless and develops into an edematous necrotic 
lesion that may progress into an extensive, slowly healing, painful, gangrenous process 
and necrotic arachnidism (Futrell, 1992; Jackson et al., 1992; da Silva et al., 2004; 
Hogan et al., 2004). Some patients develop systemic manifestations that include 
intravascular hemolytic anemia within several hours to 5 days after being bitten. 
Hemoglobinuria and severe anemia are characteristic findings, and spherocytes, 
basophilic stippling, and leukocytosis are found in the blood. Thrombocytopenia has 
also been observed, and this is sometimes associated with diffuse intravascular 
coagulation (Veiga et al., 2000; de Souza et al., 2008; Tavares et al., 2011). Most often, 
the hemolytic episode subsides spontaneously in approximately 1 week, but 
occasionally, severe reactions occur that result in renal failure and death (Binder, 1989; 
De Roodt et al., 2002; Cabrerizo et al., 2009).  
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In some regions of the world, scorpions are a threat to public health. Although 
the mechanism is unknown, many species of scorpions, e.g., Anuroctonus phaiodactylus 
(Valdez-Cruz et al., 2004a, b, 2007) and Hemiscorpious lepturus (Pipelzadeh et al., 
2006; Jalali et al., 2010), have been studied because of their ability to provoke 
erythrocyte lysis.  
In Brazil, the scorpions responsible for human accidents belong to the genus 
Tityus and include T. bahiensis, T. stigmurus and T. serrulatus. Although T. serrulatus 
in Brazil and Tityus trivittatus in Argentina are considered the most poisonous of South 
American scorpions (Soares et al., 2002; de Roodt et al., 2009, 2010), there is no 
information about the hemolytic characteristics of their venom. On the other hand, 
components from the venom of the Brazilian scorpion Opisthacanthus cayaporum are 
similar to toxins from the Heterometrus fulvipes scorpion venom that can induce 
hemolysis (Schwartz et al., 2008).  
In South America, the most medically important accidents occur with members 
from the order Lepidoptera (i.e., caterpillars) after contact with the first to sixth instar 
larvae. These caterpillar larvae cause hemostatic disturbances, and the mechanism of 
hemolysis is still not known. Severe hemorrhagic diseases are associated  with the species 
Lonomia obliqua (lonomism) in southern Brazil, where it has been the cause of fatal 
accidents (Bochner and Hamid, 2003). 
“Africanized” honeybee (Apis mellifera) accidents are also a problem around the 
world (Walls et al., 1983; Solley, 1990, 2002), including Brazil (Sandes et al., 2009). 
From 12 to 24 hours following a massive bee envenoming, asymptomatic patients may 
present with hemolysis, disseminated intravascular coagulation, thrombocytopenia, 
rhabdomyolysis, liver dysfunction, or renal failure (Stafford et al., 1989; Costa and 
Palma, 2000). 
The bee venom contains melittin and phospholipase A2, which together disrupt 
the erythrocyte membrane and cause hemolysis. Similarly, these symptoms and high 
hemolysis are found in accidents with social wasps, e.g., Polybia paulista, which are 
characterized as very aggressive and are endemic in Southeast Brazil (de Oliveira and 
Palma, 1998).  
In the sea, hemolytic piscine venoms can be toxic for humans either by ingestion 
or by a sting from a fish. Studies indicate that this mechanism involves pore formation 
that is sometimes associated with the role of cationic amino acid residues (Maloy and 
Kari, 1995).  
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Sea snails, especially those from the genus Conus, are known for producing an 
assembly of small hemolytic peptides, the conotoxins (Biggs et al., 2007, 2008, 2010). 
Some conotoxins exhibit biochemical similarities to melittin (hemolytic bee toxin) and 
appear to form pores in eukaryotic cell membranes and induce cell lysis, a classical 
mechanism attributed to sea anemone and jellyfish toxins (Saravanan et al., 2010). Pore 
formation is a possible mechanism for hemolysis that is caused by jellyfish venom, 
although nonspecific cation channel formation is also a possibility (Edwards and 
Dimmock, 2001). 
When considering the subject of hemolysis, prokaryotes must also be included. 
Although the major mechanism of cell lysis in prokaryotes is enzymatic and through the 
action of phospholipase C and sphingomyelinases, studies indicate that the lysis caused 
by some toxins appears to be related to Ca2+ uptake through T-type Ca2+ channels (Oda 
et al., 2008b). 
The purpose of this review is to provide a broad overview of the hemolytic 
features of eukaryotic and prokaryotic venoms and the mechanisms involved in their 
biochemical activities, concentrating on research that has been carried out in Brazil but 
including studies from all over the world.   
 
2. HISTORY AND EPIDEMIOLOGY 
Since the earliest of times, human survival has been conditioned to co-exist with 
venomous animals. Some of these animals have acquired synantropic characteristics, 
and their envenomations have become a serious public health problem, especially in 
tropical and subtropical countries.  
Because of the weather in the Tropics, the dimensions of the continent and the 
wide biological diversity of the area, envenomations have been a health problem since 
the earliest times. 
The first envenomings by poisonous animals in Brazil were reported in 1560 by 
the Jesuit José Anchieta in a letter to his superior Priest Diego Laynes in Roma (Warrell 
and Fenner, 1993). The problem continues today, likely due to environmental 
imbalance, deforestation and global warming. 
The true number for snake envenomings worldwide is not known, but it is 
estimated that 421,000 cases occur each year, resulting in 20,000 deaths, and this does 
not include people with sequelae (Kasturiratne et al., 2008). Although the global 
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 6 
number of envenomings by venomous animals is not known, in recent years, the 
Brazilian Health Ministry has obtained data on this issue.  
In the last six years, the number of accidents involving venomous animals has 
increased by 32.7% across Brazil. In 2003, a total of 68,219 notifications were issued, 
whereas in 2009, the number was 90,558 cases. Until 2003, the number of accidents 
involving snakes (26,683) was predominant.  
Curiously, since 2004, the number of cases of scorpionism has increased and 
surpassed the number of accidents involving other venomous animals; in 2009, more 
than 45,700 (50.5%) scorpion notifications were reported, followed by snake bites 
(22,763 cases), spider bites (18,687 cases) and caterpillar contact (3,387 cases).  
Snake envenomings are particularly important due to their frequency and 
severity. The genus Bothrops is responsible for the vast majority of snakebites in South 
America. Up to 70% of venomous ophidian accidents in Brazil are due to Bothrops spp., 
followed by Crotalus spp. (7.4%), Lachesis spp. (3%) and Micrurus spp. (0.7%) (da 
Silva et al., 2003). 
In southern Brazil, accidents with the brown spider (loxoscelim) are 
predominant, with 76% of Loxosceles bites reported in Curitiba (Paraná State) and 
neighboring regions (Marques-da-Silva and Fischer, 2005; Fischer et al., 2009; 
Navarro-Silva et al., 2010). 
Although Loxosceles bites have been recognized since 1891, data about their 
deleterious effects were not published until 1954 (Pauli et al., 2006). From 2007 to 
2009, an annual average of 3,000 brown spider bites were reported in this region.  
Different numbers are found in other regions of Brazil, where 80% of accidents 
that involve venomous animals such as snakes and scorpions occur in rural and urban 
areas, respectively.  
Scorpions have adapted to the anthropic environment of Brazil. Although several 
species of scorpion are found in that country, the genus Tityus is the most important. 
The yellow scorpion, Tityus serrulatus, is of particular interest due to the toxicity of its 
venom and the increase in the number of reported cases. The fact of that this scorpion uses 
a form of reproduction that is independent of the male, i.e., parthenogenesis, may explain 
its expansion (Lourenco et al., 2008). 
Within the Phylum Arthropoda, the Order Lepidoptera, which includes 
butterflies, moths and their caterpillars, concerns for public health authorities are mainly 
due to the ability of their venom to induce a lethal hemorrhagic syndrome. Problems 
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with caterpillars from the genus Lonomia have been more evident in South Brazil since 
1989, when a high number of human cases were reported, particularly in Rio Grande do 
Sul and Santa Catarina states, where accidents involving Lonomia obliqua were tracked 
and notified (Bochner and Hamid, 2003). In 2009, 4,089 accidents and five lethal cases 
involving these caterpillars were reported in Brazil. 
In addition to hemorrhage, ecchymoses and hematomas are often seen and may 
be accompanied by bleeding from various sites. Crude L. obliqua bristle extract has 
been shown to induce hemolytic activity in human and rat erythrocytes (Seibert et al., 
2003; Malaque et al., 2006); however, the mechanism is not known. 
The medically important groups of Hymenoptera are Apoidea (bees), Vespoidea 
(wasps, hornets, and yellow jackets), and Formicidae (ants), who deliver their venom by 
stinging their victims. Hymenopterid stings and subsequent allergic reactions are a 
common indication for emergency room visits worldwide (Paudel and Paudel, 2009).  
Although accidents with wasps are rare, they sometimes result in acute renal 
failure (ARF). ARF is typically caused by tubular necrosis in the setting of hemolysis or 
rhabdomyolysis. In some patients, renal failure may result from a direct nephrotoxicity 
of the wasp venom or acute interstitial nephritis from a hypersensitivity reaction 
(Pramanik and Banerjee, 2007; Das and Mukherjee, 2008). 
In Brazil, envenomings by aquatic animals are not notifiable accidents, and the 
number of cases is not known.  
On beaches, accidents with cnidarians are represented by several species along 
the coastline; however, few are noteworthy or of medical importance. The clinical 
manifestations of envenomings by cnidarians depend on the dermonecrotic, neurotoxic 
and hemolytic actions of the venom. Symptoms include plates or erythematous linear 
rounds and instantaneous local pain, which may cause nausea, vomiting, dyspnea, 
cardiac arrhythmias, acute pulmonary edema and death (Haddad et al., 2001, 2002, 
2003, 2006, 2009). 
Because of its large litoranean coast, almost all families and genera of poisonous 
fish have representatives in the seas and rivers of Brazil. All injuries by venomous fish 
cause pain of variable intensities, occasional necrosis and hemolysis. Accidents 
involving catfish (family Ariidae) are common in Brazil, but accidents with rays 
(several genera), scorpionfish (Scorpaena), toadfish (Thalassophryne), moray eels 
(Gimnothorax), spurdogs (Squalus) and others animals also occur. 
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Accidents involving marine and freshwater fish vary in severity: the pain caused 
by an accident with a stingray or scorpionfish is searing, whereas accidents involving 
catfish are less painful (Haddad et al., 2001, 2002, 2003, 2006). 
Information of this nature is important for subsidizing the production and 
distribution of different types of serum (antivenom) around the country; for evaluating 
the location of the poles for the application of serum; for encouraging programs to train 
professionals to help prevent envenomings and to decrease the severity of accidents and 
the number of deaths; and finally, for mapping the locations of these animals in the 
environment. 
 
3. HEMOLYTIC TOXINS AND THEIR MECHANISMS OF ACTION 
In the world today, numerous marine animals, snakes, and arachnids are capable 
of envenoming humans (Singletary et al., 2005; Pernet et al., 2010). The knowledge of 
the type of venom involved in an accident can help physicians manage an envenoming. 
This is important because, depending on the aggressor organism, there are many 
different mechanisms of action. 
Some toxins, e.g., Pompilidotoxins from Anoplius samariensis, are believed to 
destabilize cell membranes through interference with the sodium-potassium pump or by  
toxin oligomerization and subsequent pore formation on a cell membrane (Vecsey-
Semjen et al., 2010). Other toxins such as phospholipases have a mechanism of action 
involving the hydrolysis of phospholipids in the cell membrane. 
Damage to the erythrocyte membrane at the site of the bite is a common 
complication after accidents involving snakes. Numerous enzymes with hemolytic 
activity have been isolated from the venom of snakes, e.g., phospholipase A2, 
phospholipase B and phospholipase C. 
The phylum Arthropoda, specifically the classes Arachnida (spiders, scorpions, 
and ticks) and Insecta (bees, wasps, hornets, and ants), produce several toxins such 
phospholipase A2, phospholipase C, phospholipases D and other small active peptides 
that can lyse erythrocytes (Sauter and Goldfrank, 1987; Owen et al., 1990; Goldfrank, 
1992, 1999; Bryant, 2011).  
Additionally, several bacteria produce phospholipases. According to Geny and 
Popoff (2006), some bacterial toxins, which are globally hydrophilic proteins, first 
interact with their target cells by recognizing a surface receptor, which could be  a lipid, 
a lipid derivative or another compound but in a lipid environment. 
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Although bacterial protein toxins are essentially hydrophilic molecules, they 
interact with cell lipids during at least one step of their hemolytic action (Lemmon, 
2008). After binding to a cell surface receptor, some toxins act directly on the cell 
membrane, whereas others enter into the cells and modify an intracellular target.  
Many studies of animal toxins and their hemolytic activities have been 
conducted, and 234 reports have been published in the journal Toxicon in the last 10 
years. Despite this body of work, the mechanism of action of many lytic types of venom 
remains unknown.  
Figure 1 shows the percentage of research papers involving the mechanisms of 
action of hemolytic toxins that have been published in the journal Toxin in the last ten 
years. The toxins that have been studied most extensively are hemolytic toxins that 
contain phospholipase A2 activity. This may be due to the many secretory organisms 
that produce phospholipase A2 or because, compared to other toxins, venoms contain a 
large amount of phospholipase A2.  The following example illustrates this hypothesis: 
snakes that produce a large amount of venom have a large amount of PLA2 that can be 
readily isolated and analyzed. In contrast, brown spiders produce a minimal volume of 
venom (approximately 4 µl) that contains a mixture of toxins, including phospholipase- 
D (PLD), which makes it much more difficult to isolate and study. 
The second most studied hemolytic activity is that of the pore-forming toxins, in 
particular, the actinoporins, which interact with membranes that contain sphingomyelin 
or, in some cases, cholesterol. These toxins are important because of their involvement 
in human poisoning and the possibility of their application for the development of active 
molecules of pharmacological importance.  
Studying these hemolytic toxins and elucidating their chemical structures and 
mechanisms of action will aid in the understanding of their molecular basis and will 
help to develop preventive measures, therapeutic methods and new biotechnological 
tools (Chaim et al., 2011b). 
 
4. TOXINS WITH PHOSPHOLIPASE ACTIVITY  
Phospholipases are a family of enzymes that hydrolyze ester bonds in 
phospholipids and are found in several biological sources including prokaryotic and 
higher organisms.  
The phospholipases comprise two types: aliphatic esterases (A1, A2 and B) and 
phosphodiesterases (C and D) that release fatty acids and diacyl glycerol or 
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phosphatidic acid, respectively, when phosphatidylcholine is hydrolyzed. Figure 2 
illustrates the various sites of hydrolysis provided by the respective phospholipases and 
the structure of a phospholipid. Using this information, we can predict the metabolite 
generated by the action of these phospholipases on phosphatidylcholine.  
Some of phospholipases are of animal origin and will be discussed here due to 
their ability to induce hemolysis.  
 
4.1. PHOSPHOLIPASE A1 
Several vespid phospholipases have been isolated and characterized 
biochemically and immunologically as allergens or enzymes that exhibit phospholipase 
A1 (PLA1) activity (King et al., 1984; Ho et al., 1986; Ho and Ko, 1988; Takasaki and 
Fukumoto, 1989). In urban areas of southeast Brazil, a very aggressive social wasp 
(Polybia paulista) that is responsible for many stinging accidents has been described. 
Cases of multiple stinging are generally followed by cases of severe hemolysis and 
myocardial dysfunction; in this situation, the symptoms described may be caused by 
PLA1 (Yang et al., 2008; de Graaf et al., 2009).  
Recently, eight forms of PLA1 and two forms PLA2 were identified in P. 
paulista venom using two-dimensional electrophoresis and tandem mass spectrometry. 
DNA sequence comparisons have shown that there is no homology between PLA1 and 
PLA2, suggesting that they have different mechanisms of action (dos Santos et al., 2007, 
2010b). 
Santos et al., (2007) purified three PLA1 isoforms from P. paulista venom. The 
PLA1 had hemolytic activity, although it was much less potent than PLA1 purified from 
other vespid venoms, e.g., Vespa verutina and the lethal Vespa basalis.  
PLA1 from Vespa verutina, the verutoxins VT-1, VT-2a and VT-2b, were 
studied by Ho et al., (1999). The study revealed that these isoforms have high hemolytic 
activity and are highly lethal in mice.  
Crystallization and preliminary X-ray diffraction analysis of PLA1 from Vespa 
basalis venom revealed that this enzyme belongs to the α/β hydrolase fold, which is 
common to many lipases/esterases (Santos et al., 2007; Chou and Hou, 2008). 
Furthermore, studies indicate that these enzymes hydrolyze sn-1 fatty acids to produce 
1-acyl-lysophosphatidic acid (LPA), a lipid mediator with multiple biological functions 
(Aoki, 2004; Baldini et al., 2005). 
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4.2. PHOSPHOLIPASE A2 
Phospholipase A2 (PLA2) is widely distributed in venoms from snakes, wasps, 
bees, scorpions, caterpillars and cnidarians.  
PLA2 enzymes secreted in snake and arthropod venoms are structurally related 
enzymes that have been associated with several toxic, pathological, or physiological 
processes (Gamborgi et al., 2006; Kowacs et al., 2006). This class of phospholipases is 
the most studied and best understood. 
Snake venoms can exhibit diverse biological properties including hemolytic 
activity (Gutierrez and Lomonte, 1995; Kini, 2006). Hemolytic toxins are primarily 
found in the venoms from snakes of the Elapidae family, including the genus Naja 
(Condrea et al., 1980, 1981).  
The main venom component responsible for hemolysis is thought to be PLA2, 
which has direct toxicity for many tissues including the erythrocyte membrane 
(Atanasov et al., 2009; Jiang et al., 2011). The habu snake venom has additional 
activities; it activates complement and cleaves CD55 (the decay accelerating factor for 
complement) and CD59 (protects against the terminal complement membrane attack 
complex), thus increasing the susceptibility of the erythrocyte membrane to 
complement-induced lysis (Yamamoto et al., 2001). 
Some reports have shown that PLA2 is an important toxic element found in the 
venom of various snake species, including Bothrops sp. (Gutierrez and Lomonte, 1995; 
Lizano et al., 2000; Fox et al., 2006; Fox and Serrano, 2008; Montecucco et al., 2008). 
Curiously, an increase in PLA2 activity was verified in the venoms of Bothrops 
hyoprorus, B. erythromelas and B. moojeni, which contain fewer proteases and are less 
lethal compared to venoms from other Bothrops species (Queiroz et al., 2008). 
Crystallization, preliminary X-ray diffraction analysis and structural 
determination of a typical Asp-49 PLA2 from B. moojeni venom (Nonato et al., 2001) 
demonstrated that this toxin is highly conserved and that the Asp-49 residue (together 
with three other residues: His48, Tyr52 and Asp99) may play an important structural 
role as part of the catalytic site of PLA2 (Magro et al., 2009). 
Two mechanisms of action of PLA2 snake venom have been proposed (Scott et 
al., 1990; White et al., 1990; Rogers et al., 1996). In both mechanisms, His48 and 
Asp49 play essential roles in coordinating catalytic water molecules and mobilizing 
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Ca2+, respectively. Lys49-PLA2 is catalytically inactive due to its incapacity to bind the 
cofactor Ca2+ (Holland et al., 1990; Scott et al., 1990; White et al., 1990).  
The loss of catalytic activity in the PLA2 homologues was initially attributed to 
the natural substitution Asp49Lys. The lysine in this position impairs Ca2+ coordination 
(Maraganore et al., 1984; Maraganore and Heinrikson, 1986; Arni and Ward, 1996; 
Ward et al., 1998), and other peculiarities have also been shown to be involved in this 
phenomenon (Lee et al., 2001; Ward et al., 2002; dos Santos et al., 2009, 2010a; 2011).  
The hypothesis that other factors are involved is corroborated by the structural 
analysis of eight dimeric Lys49-PLA2s showing that Lys122 interacts with Cys29 in 
both monomers of structures that present ligands in their hydrophobic channels. 
Furthermore, several biochemical studies demonstrated that Ca2+ is an obligatory 
cofactor for the catalysis of PLA2 (Fernandes et al., 2010; Shimabuku et al., 2011). 
Interestingly, Bothrops Asp49-PLA2 exhibits a higher lytic activity on 
negatively charged liposomes (Diaz et al., 1991; Gutierrez and Lomonte, 1995; Angulo 
et al., 1997). Both the crude venom and purified PLA2 from several species of the genus 
Bothrops induced indirect hemolysis in vitro. This effect can be partly explained by the 
hydrolysis of lecithins to lysolecithins and erythrocyte membrane lysis (Soares et al., 
2001a, b; Saldarriaga et al., 2003; Ketelhut et al., 2003; Rodrigues et al., 2007; Garcia 
Denegri et al., 2010). 
Studies by Díaz et al. (2001) of an enzymatically active PLA2 from Bothrops 
spp. have shown that it can induce hemolysis in the presence of 0.5% BSA in calcium-
containing medium (Quiros et al., 1992). The same author has shown that increments in 
the concentration of negatively charged phospholipids in the outer leaflet may increase 
the ability of PLA2 to bind to the membrane by electrostatic interactions and to become 
susceptible to the membrane-disrupting activity (Diaz-Oreiro and Gutierrez, 1997; Diaz 
et al., 2001). However, Lys49-PLA2 did not exhibit hemolytic activity. These results 
highlight the dependence of the hemolytic event on enzyme activity. 
The phylum Arthropoda comprises several specimens that produce venoms with 
PLA2 activity. In addition to being toxic to insects, heterodimeric PLA2 from some 
scorpions causes hemolysis in mammalian erythrocytes as a consequence of the 
hydrolysis of the acyl ester bond of phospholipids and results in the formation of 
lysophospholipids and free fatty acids. An example of this is the PLA2 from scorpion 
Anuroctonus phaiodactylus, known as phaiodactylipin, which belongs to the class III 
PLA2s. In addition to direct hemolytic activity in vitro, this toxin can cause a shape 
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alteration of erythrocytes known as crenation, i.e., the projection of spikes from the 
membrane core. Rupture or fragmentation of cell membranes (ghost-like shape) is not 
observed (Valdez-Cruz et al., 2004a, b, 2007).  
PLA2 is also a component of the Brazilian scorpion Opisthacanthus cayaporum 
venom. Unfortunately, its toxins have not been biologically characterized, and there are 
no data about their hemolytic effects. However, it is known that the N-terminal PLA2 
sequence is conserved and exhibits similarities to other arthropod phospholipases, 
including toxins from the Heterometrus fulvipes scorpion (Schwartz et al., 2008; Silva 
et al., 2009a).  
H. fulvipes toxins can induce hemolysis in sheep erythrocytes, apparently by 
indirect activity, whereas crude venoms from other species such as H. gravimanus  
induced both direct and indirect hemolysis through PLA2 activity (Fujimoto and Kaku, 
1982). 
Another venom with PLA2 activity belongs to the caterpillar Lonomia obliqua, a 
medically important insect that is particularly venomous in its larval stages, which 
appear during Spring and Summer in Southern Brazil (Veiga et al., 2001). The 
caterpillar can cause severe and even fatal accidents following contact with the bristles 
where the venom is stored (Veiga et al., 2003; Veiga et al., 2005).  
Accidents with L. obliqua frequently involve contact with colonies containing 
many caterpillars, which increases the clinical consequences and complicates the 
prognosis of the envenoming. The symptoms typically begin with a burning sensation at 
the point of contact, followed by erythema and edema. The skin around the site is warm 
to the touch. Headache, general discomfort, nausea, and vomiting may also occur 
(Alvarez Flores et al., 2010; Pinto et al., 2010).  
However, one of most important actions of this venom is the intravascular 
hemolysis that can occur as soon as 1 h after envenomation (Seibert et al., 2004). The 
mechanism whereby this extract causes direct hemolysis is not known. According to a 
transcriptomic study performed by Veiga and colleagues (2005), the PLA2 present in the 
bristles and hemolymphs could be related to the symptomatology. 
PLA2 (molecular mass, 15 kDa) was purified from Lonomia obliqua caterpillar 
bristles, and studies indicate that this toxin is an extracellular enzyme that requires Ca2+ 
for its catalytic activity. Its N-terminal sequence suggests that this toxin belongs to 
group III PLA2 (Seibert et al., 2006).  
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The crude bristle extract obtained from L. obliqua exhibits direct hemolytic 
activity that is ascribed to PLA2 and indirect hemolytic activity in vitro in the presence 
of lecithin. The exposure of phosphatidylserine was not noted in erythrocytes treated 
with the bristle extract, but an alteration in the fatty acid ratio in its membrane was 
observed (Seibert et al., 2010). 
Another very aggressive arthropod is the wasp Agelaia pallipes found in 
Southeast Brazil (Baptista-Saidemberg et al., 2010). Although the quantities of venom 
produced by the insect are small, it has been shown that it contains many different 
components, one of which is PLA2. 
Some studies have demonstrated that PLA2 is responsible for allergies caused by 
vespid venoms (Hoffman, 1985; Reisman and Osur, 1987; Castro et al., 1994). PLA2 
from A. pallipes, known as AgTX, exerts a potent hemolytic activity on mouse 
erythrocytes (direct hemolysis) that is dependent on Ca+2 ions and is considered to be 
one of the most powerful hemolysins in animal venoms. AgTX exhibits a hemolytic 
activity that is 200 to 740 fold higher than polybitoxin and the PLA2 found in P. 
paulista and Apis mellifera venom, respectively (Costa and Palma, 2000).  
The PLA2 present in bee (A. mellifera) venom is a typical member of the group 
III PLA2 and represents approximately 12% of the dry weight of the venom (Dennis, 
1997). This PLA2 is present in three isoforms, with approximate molecular weights of 
16, 18, and 20 kDa. The most studied of the isoforms is composed of 134 amino acids, 
with 5 disulfide bridges, 2 catalytic domains, and 3 calcium binding sites (Shen et al., 
2002, 2010).  
Bee venom at a concentration of 3 µg/mL is capable of completely lysing human 
erythrocytes (Watala and Kowalczyk, 1990). A serious envenoming caused by an attack 
by “Africanized” honey bees, Apis mellifera scutellata, was reported in São Paulo State, 
Brazil. The patient was stung approximately one thousand times and suffered 
intravascular hemolysis, respiratory distress, hepatic dysfunction, rhabdomyolysis, 
hypertension, myocardial damage and acute renal failure (França et al., 1994).  
The danger is also present in the sea, where PLA2 has been identified in several 
marine invertebrates (Nevalainen et al., 2004), although studies that correlate 
phospholipasic activity with hemolysis are scarce. 
Studies of hemolytic PLA2 isolated from the nematocysts of the sea anemone 
Aiptasia pallida have shown that this toxin requires a pH of 7.7 and Ca2+ for optimum 
catalytic activity (Grotendorst and Hessinger, 2000).  
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Calcium is also important for the hemolytic activity of toxins from the fire coral 
Millepora companata. Hemolysis increased in the presence of Ca2+ and decreased in the 
presence of cholesterol. It is likely that the hemolysis caused by these toxins is due to 
PLA2 activity because hemolysis is significantly reduced following incubation with 
PLA2 inhibitors (Ibarra-Alvarado et al., 2007).  
Based on the studies described above, Helmholz et al., (2007) proposed a 
possible relationship between the PLA2 found in the tentacles of two jellyfish 
specimens, Cyanea cappillata and C. lamarchii, and the hemolytic effect exercised by 
their toxins (Helmholz et al., 2007).  
At present, studying the bioprospection of natural toxins is popular, but the 
interest in PLA2 is derived from its implication in mediating the inflammatory response 
through the release of arachidonic acid from the sn-2 position of phospholipids that are 
present in the plasma membrane (Rodriguez et al., 2002). Arachidonate is the precursor 
of the eicosanoid mediators of inflammation, which include leukotrienes, thromboxanes 
and prostaglandins (Haeggstrom et al., 2010; Shen et al., 2010). Furthermore, some 
lysophospholipids, e.g., lysophosphatidylcholine, can generate intracellular messengers 
that can interfere with cellular physiology (Anliker and Chun, 2004a, b). 
 
4.3. PHOSPHOLIPASE B 
Phospholipase B (PLB) is an enzyme that exhibits both PLA1 and PLA2 
activities in that it can cleave acyl chains from both the sn-1 and sn-2 positions of a 
phospholipid, as shown in Figure 2.  
Among the known phospholipases present in venoms, type B is the least studied 
and has been poorly characterized. Studies indicate that some snake venoms contain 
PLB, which can cause hydrolysis of phosphatidylcholine to fatty acids and 
glycerophosphorylcholine (Doery and Pearson, 1961, 1964; Shiloah et al., 1973).  
Chromatographic analysis of Collett’s snake (Pseudechis colletti), a member of 
the black snake genus that occurs in a region of Queensland, Australia (Isbister et al., 
2006), showed that this venom possesses a PLB activity that acts on 
phosphatidylcholine, lysophosphatidylcholine, phosphatidylethanolamine and 
phosphatidylserine, but does not degrade sphingomyelin (Bernheimer et al., 1986).  
A variety of symptoms have been reported following severe envenoming by 
Collett’s snake, including hemolytic anemia (Isbister et al., 2006). In vitro studies 
indicate that P. colletti venom exerts a significant direct hemolytic effect on rabbit 
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erythrocytes. Purified PLB from P. colletti venom is presumably present in dimeric and 
monomeric forms and is strongly hemolytic for rabbit and human erythrocytes in vitro. 
Furthermore, ultrastructural changes are observed in the erythrocyte membrane. 
Curiously, PLB exerts no hemolytic activity on bovine or ovine erythrocytes 
(Bernheimer et al., 1987). 
 
4.4. PHOSPHOLIPASE C 
Phospholipase C (PLC) belongs to a class of enzymes that cleave phospholipids 
just before the phosphate group. Sphingomyelinase (SMase) is an enzyme that 
hydrolyses sphingomyelin (SM) to form ceramide and phosphocholine. 
Several types of enzymes with PLC activity have been identified in pathogenic 
bacteria, e.g., Staphylococcus aureus (Projan and Archer, 1989), Bacillus cereus 
(Yamada et al., 1988), Leptospira interrogans (Segers et al., 1990), Listeria ivanovii 
(Gonzalez-Zorn et al., 1999) and Clostridium perfringens (Tso and Siebel, 1989). These 
bacterial toxins are active on the cell surface where they bind and recognize membrane 
phospholipids (Geny and Popoff, 2006). Some lipids and lipid derivatives (cholesterol, 
phosphatidylcholine and sphingolipid) are common receptors for many bacterial toxins.  
The interaction between a toxin and its receptor is a key process for intoxication, 
i.e., the persistence of the toxin on the cell surface and enzymatic degradation of 
phospholipids (Labrie et al., 2001; Alouf and Muller-Alouf, 2003; Geny and Popoff, 
2006; Smither et al., 2007).  
S. aureus secrets a neutral sphingomyelinase called β-toxin. This molecule has a 
molecular mass of 35 kDa and appears to cause hot-cold hemolysis (Tajima et al., 
2009), a phenomenon that occurs when the toxin degrades the membrane phospholipids 
at 37°C with posterior chilling. The hemolytic activity of β-toxin is specific for sheep 
erythrocytes, presumably due to the presence of relatively more sphingomyelin in the 
membrane of this cell. The cleavage of a phosphodiester bond uses the structural 
framework found in DNase I, an extended hydrophobic binding site for the fatty acid 
chains and a specific recognition of the choline head group (Huseby et al., 2007). 
However, it is not yet proven if the hemolysis is due to changes in the physical 
properties of the membrane or due to the production of the bioactive secondary 
messenger, ceramide (Hayashida et al., 2009).  
Bacillus cereus is a gram-positive, spore-forming, facultative aerobe that causes 
opportunistic human infections (Oda et al., 2010). To date, it is known that Bacillus 
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cereus produces phosphatidylcholine-specific phospholipase C (PC-PLC), 
phosphatidylinositol-specific phospholipase, sphingomyelinase (Bc-SMase), and 
cereolysin O. Bc-SMase exerts hemolytic activity on sheep erythrocytes, likely due to 
their high sphingomyelin content (45 to 53%) and low phosphatidylcholine content (3 to 
4%). It has been determined that the cooperative action of PC-PLC and Bc-SMase is 
required to lyse human erythrocytes, which contain almost ten times more 
phosphatidylcholine (31%) and two times less sphingomyelin (25%) than sheep 
erythrocytes (Pomerantsev et al., 2003). 
Bc-SMase has a molecular mass of 34 kDa and exhibits both enzymatic activity 
and hemolytic activity (Ikezawa et al., 1980). Crystal analysis shows that Bc-SMase has 
two metal ion-binding sites, Mg2+ and Co2+ (Ago et al., 2006), that play important roles 
in the enzymatic activity of the molecule (Oda et al., 2010).  
Additionally, SMase appears to be involved in a variety of cell regulation 
processes and in the reorganization of the cell membrane morphology (Chao et al., 
2010), e.g., the formation of ceramide platforms in the plasma membrane due to the 
hydrolysis of sphingomyelin (SM) within lipid rafts. Recently, ceramide platforms have 
emerged as an important class of membrane domains that play a role in numerous 
biological pathways that include apoptotic signaling cascades and viral and bacterial 
infection (Bollinger et al., 2005; Silva et al., 2009b). Based on these observations, it has 
been determined that Bc-SMase is highly effective at binding and hydrolyzing SM in 
membranes, supporting the hypothesis that the hemolytic event is linked to this 
hydrolysis. Therefore, the treatment of sheep erythrocytes with Bc-SMase induces the 
formation of ceramide platforms in membranes. This results in a decrease in the fluidity 
of membranes, leading to destabilization under physical stimulation and finally the 
disruption of the membranes (Oda et al., 2010). 
Clostridium perfringens is a toxin-producing anaerobic gram-positive bacillus 
well known for its role in human tissue infections and food poisoning (Murray et al., 
2003). Infection by C. perfringens can be an unsuspected cause of hemolysis in 
emergency room patients (Boyd et al., 2009; Macias et al., 2009). The potent exotoxins 
produced by C. perfringens are central to their effectiveness as pathogens, and the major 
toxin produced by this bacteria is a PLC enzyme called α-toxin (Smedley et al., 2004). 
Intravascular hemolysis can be a life-threatening feature of severe C. perfringens 
infection.  
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The mechanism of erythrocyte membrane destruction appears to depend on α-
toxin phospholipase activity (Ochi et al., 2004; Oda et al., 2008b; Boyd et al., 2009). 
Site-directed mutagenesis and α-toxin crystallography studies of C. perfringens 
have shown that the active site includes two tightly bound zinc ions, which are 
coordinated to five histidines, one tryptophan, two aspartic acid and one glutamic acid 
residue (Nagahama et al., 1995, 1996, 1997, 2000). The α-toxin is composed of two 
domains; the N-terminal domain containing an active site for PLC and the C-terminal 
domain that binds α-toxin to membrane phospholipids in a calcium-dependent manner. 
The C-terminal domain of the toxin contains three Ca2+ binding sites (Eaton et al., 2002) 
and has no enzymatic activity but is required for its hemolytic and sphingomyelinase 
functions (Titball, 1993). Ca2+ appears to be essential for binding of the α-toxin to 
phospholipid monolayers (Moreau et al., 1988). This toxin can stimulate Ca2+ uptake 
through T-type Ca2+ channels (Ochi et al., 2003). 
The C. perfringens α-toxin can induce the hot-cold hemolysis of horse 
erythrocytes and simultaneous hydrolysis of phosphatidylcholine to produce 
diacylglycerol and phosphorylcholine. The hemolytic activity of the α-toxin on rabbit 
erythrocytes is due to the activation of the metabolism of glycerophospholipids through 
a GTP-binding protein (Ochi et al., 1996, 2002).  
The α-toxin induces hemolysis of rabbit and sheep erythrocytes through the 
activation of endogenous PLC via pertussis toxin-sensitive GTP-binding protein Gi and 
through the activation of endogenous SMase, respectively (Ochi et al., 1996, 2002, 
2003, 2004; Oda et al., 2008a).  
The activation of C24:1-SM metabolism through the Gi protein in detergent-
resistant membrane fractions of sheep erythrocytes and the formation of S1P 
(sphingosine-1-phosphate) are closely involved in hemolysis (Oda et al., 2008b, 2010). 
Studies have shown that C24:1 and C24:2 ceramides are metabolized to S1P by toxin-
activated ceramidase, which selectively recognizes unsaturated ceramides as a substrate. 
The sphingosine that is generated is rapidly metabolized to S1P by the activated 
sphingosine kinase in sheep erythrocytes that have been treated with the toxin. 
 
4.5. PHOSPHOLIPASE D 
Brown spiders (Loxosceles genus) have a worldwide distribution, with different 
species present in South America, Central America, North America, Europe, Africa, 
Middle East, Oceania and Asia (Futrell, 1992; da Silva et al., 2004; Senff-Ribeiro et al., 
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2008). The signs and symptoms of a brown spider (Loxosceles sp) bite are known as 
loxoscelism (da Silva et al., 2004).  
In southern Brazil, loxoscelism is currently considered a serious public health 
problem, and Loxosceles bites affect approximately 3,000 people annually. Loxosceles 
is the third leading cause of accidents involving venomous animals in Brazil, where a 
widespread outbreak of Loxosceles envenomation and a high rate of domiciliary 
infestations have been reported (da Silva et al., 2004).  
There are three species of Loxosceles that are commonly implicated in accidents 
involving brown spiders in Brazil: L. gaucho, L. laeta, and L. intermedia. Independent 
of species, the brown spider’s venom can induce skin necrosis, rhabdomyolysis, 
hemolysis, coagulopathy, acute kidney injury, and systemic inflammatory response 
syndrome in humans (Cunha et al., 2003; Hogan et al., 2004; da Silva et al., 2004; 
Barbaro et al., 2005; Chaim et al., 2011a). Several case reports have described 
intravascular hemolysis following bites (Williams et al., 1995; de Souza et al., 2008).  
A dramatic hemolytic process in human adults evidenced by hemoglobinuria, 
elevated unconjugated bilirubin and lactate dehydrogenase, and reticulocytosis has been 
reported. Clinically, this drastic devastation of erythrocytes is manifested by an intense 
reduction of hemoglobin, bloody urine and jaundice. Recently, another reported case 
showed a hemolytic process in an adolescent followed by loxoscelism that resulted in 
direct toxin-related erythrocyte damage and complement-mediated immune destruction, 
featuring both intravascular and extravascular hemolysis (McDade et al., 2010). 
Studies showed that toxins from L. intermedia induce complement-dependent 
erythrocyte lysis (Tambourgi et al., 1995). The alternative complement pathway is 
activated by a cascade whereby endogenous metalloproteases induce the cleavage of 
surface erythrocyte glycophorins (Tambourgi et al., 2000). Furthermore, these toxins 
can induce the activation of the classical complement pathway in erythrocytes, possibly 
by inducing the loss of membrane asymmetry, which allows the binding of C1q, 
followed by the activation of the classical pathway resulting in hemolysis (Tambourgi et 
al., 2010). 
According to some early studies of brown spider venom effects such as 
hemolysis and dermonecrosis are caused by the major component of the venom, the 
sphingomyelinase D; this theory is based on its ability to hydrolyze sphingomyelin into 
choline and ceramide-1-phosphate (Futrell, 1992). However, studies based on lipid 
hydrolysis analysis following toxin treatments suggested that the term “phospholipase 
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D” (PLD) is more correct because members of this toxin family hydrolyze both 
sphingolipids and lysoglycerophospholipids, generating ceramide-1-phosphate or 
lysophosphatidic acid (Lee and Lynch, 2005; Chaim et al., 2011a). 
Brown spider venom has a complex composition, and it is enriched with low 
molecular mass proteins ranging between 5 and 40 kDa. The total venom volume 
injected followed accidents is minute and contains on the order of ten micrograms of 
protein (Futrell, 1992; Sams et al., 2001; da Silva et al., 2004; Swanson and Vetter, 
2005). 
Some toxins present in the venom have been identified, and biological and 
biochemical studies are underway to examine the different isoforms of PLD, 
metalloproteases, serine proteases, hyaluronidase, and low molecular mass insecticidal 
peptides (da Silveira et al., 2007a; da Silveira et al., 2007b; da Silveira et al., 2007c; 
Ribeiro et al., 2007; Appel et al., 2008; Kusma et al., 2008; Chaves-Moreira et al., 2009; 
Gremski et al., 2010; Trevisan-Silva et al., 2010; Chaim et al., 2011a). 
Evidence of a role for members of the phospholipase D family in hemolysis 
comes from experimental data using native and/or recombinant toxins (da Silva et al., 
2004; Ribeiro et al., 2007). Using six isoforms of recombinant phospholipase D from 
Loxosceles intermedia, it has been determined that the hemolytic activity is dependent 
on the enzymatic activity (Chaves-Moreira et al., 2011).  
The recombinant PLD crystal structure from Loxosceles laeta revealed that this 
toxin is a distorted (α/β)8 barrel with the insertion of additional β-strands, α-helices, and 
several connecting loops (de Andrade et al., 2006; Murakami et al., 2006). The catalytic 
mechanism of PLD involves two histidine residues (His12 and His47), which are 
responsible for hydrolyzing phospholipids by an acid–base mechanism.  
In this PLD, there is one Mg2+ ion that is coordinated tetrahedrally by three 
residues (Glu32, Asp34, and Asp91) and a single water molecule (Murakami et al., 
2005, 2006). Studies indicate that, during degradation of phospholipid, the phosphate 
head group of the substrate is coordinated and stabilized by the Mg2+ ion (Murakami et 
al., 2005, 2006; de Santi Ferrara et al., 2009; Ullah et al., 2011). 
Studies of the recombinant brown spider PLD LiRecDT1 (Chaim et al., 2006; 
Appel et al., 2008; de Oliveira Christoff et al., 2008; Kusma et al., 2008; Chaves-
Moreira et al., 2009; Chaim et al., 2011a) compared its direct hemolytic activity to that 
of the mutated isoform LiRecDT1 H12A, which contains a substitution of His12 with 
Ala12 at the catalytic site that depletes the enzyme of hemolytic activity, and verified 
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that hemolytic activity is dependent on catalysis. It was also determined that L. 
intermedia crude venoms, LiRecDT1 and EGFP-LiRecDT1, can bind directly to the 
membranes of erythrocytes, thus inducing cell lysis (Chaves-Moreira et al., 2009). 
A recent study indicated that LiRecDT1 binds sphingomyelin and cholesterol, 
which can explain how the toxin binds to erythrocyte membranes and corroborates the 
hemolytic activity (Chaim et al., 2011a).  
The brown spider PLD can degrade ghost membrane and extract membrane from 
human red blood cells due to its interaction with phospholipids. In addition, a L. 
intermedia recombinant PLD causes lipid reorganization of erythrocyte membranes by 
the exposure of negatively charged phosphatidylserine at the cell surface and an 
apparent aggregation of lipid rafts (Chaves-Moreira et al., 2009) 
Finally, it has been reported that LiRecDT1, but not LiRecDT1H12A, causes 
calcium influx in human erythrocytes in a time-dependent manner via an L-type calcium 
channel (Chaves-Moreira et al., 2011). These observations suggest that calcium influx, 
lipid mediators such as ceramide-1-phosphate or its metabolites and lysophosphatidic 
acid can activate several intracellular signaling cascades that may also contribute to 
hemolysis (Chaim et al., 2011b).  
 
5. PORE-FORMING TOXINS 
Several pore-forming toxins from diverse organisms such as virus (Fischer and 
Hsu, 2011), bacteria (Hunt et al., 2010), serpents (Wu et al., 2010), tarantula (Bohlen et 
al., 2010) and sea anemone (Garcia et al., 2009) have been described. 
Pore-forming proteins exist in a stable water-soluble state or as an integral 
membrane pore and can undergo large conformational changes when converting 
between these states. These pore-forming toxins appear to adopt similar mechanisms for 
binding and inserting into biological membranes (Feil et al., 2010). Their mechanism of 
action can be summed up in four steps: first, the soluble monomeric proteins are 
released; second, the monomers bind to the target membrane; third, oligomerization of 
the toxins in a non-lytic pre-pore occurs; and fourth, the insertion of the transmembrane 
β-barrel into the lipid bilayer results in the opening of the pore (Parker and Feil, 2005; 
Viero et al., 2008). 
The pore formation process appears to involve cholesterol binding (cholesterol-
dependent cytolysins) (Gilbert, 2002). 
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Many of these toxins (more than 300) have been characterized, and at least one 
third of them acts by disrupting cell membranes, eventually leading to cell death (Alouf, 
2001). Although there is much information about these toxins, only the pore-forming 
toxins from sea anemones will be addressed here. 
Sea anemones secrete pore-forming toxins called actinoporins that have cytolytic 
effects and readily form pores in membranes that contain sphingomyelin (Bakrac and 
Anderluh, 2010).  
There are at least 37 species of sea anemones distributed over seven different 
families: Actiniidae, Acontiophoridae, Aiptasiidae, Aliciidae, Metridiidae, Sagartiidae 
and Stichodactylidae (de Oliveira et al., 2006). 
These marine animals are relatively abundant and are distributed along the 
Cuban seacoasts, the northern rocky coast of Spain, the Cantabrian Sea, the Bay of 
Biscay and the seas off the South American coast, from the Brazilian northeast down to 
Uruguayan waters (Anderluh and Macek, 2002; de Oliveira et al., 2006; Cilli et al., 
2007; Zaharenko et al., 2008b; Bakrac and Anderluh, 2010).  
Although Bunodosoma caissarum is a sea anemone endemic to Brazil and can 
induce hemolysis, actinoporins from two other animals, Actinia equina and 
Stichodactyla helianthus, which are found in Central and South America (Anderluh and 
Macek, 2002; Alvarez et al., 2009; Garcia et al., 2009), have been extensively studied 
and well characterized. These actinoporins, sticholysin (Stn) from S. helianthus and 
equinatoxin (Eqt) from A. equine, belong to a group of very similar basic cytolysins that 
have a molecular mass of approximately 20 kDa and cause colloid-osmotic hemolysis 
(Alegre-Cebollada et al., 2007; Castrillo et al., 2010).  
S. helianthus produces two highly hemolytic proteins, sticholysins I (StI) and II 
(StII), that have homology but have different hemolytic activities.  
StI and StII are extremely efficient in generating rat, sheep, rabbit, and human 
erythrocyte hemolysis due to colloidal osmotic shock induced by the formation of pores 
in the membranes. As a result of the alteration of the osmotic gradient of molecules and 
the influx of water, the cell volume increases to the point of membrane disruption 
(Alvarez et al., 2009). 
There are indications that the StII protein is approximately six times more active 
against human erythrocytes than StI (Alvarez et al., 2009). The structure of StII is based 
on a β-sandwich and is composed of ten β-strands that are flanked on each side by two 
α-helices comprising residues 14–23 and 128–135. The N-terminal a-helix corresponds 
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to the region responsible for trans-membrane pore formation (Gutierrez-Aguirre et al., 
2004), and the C-terminal region interacts with strands β1 and β2 and with strands β7 
and β8, respectively (Mancheno et al., 2003). StII contains a region enriched with 
aromatic amino acids such as Tyr106, Trp110, Try111, and Trp114 that are present in 
the loop between strands β6 and β7; amino acids Tyr131, Tyr135, and Tyr136 are 
present in helix α2 (Mancheno et al., 2003). Studies have shown that this region is 
hydrophobic and has affinity for the membrane interface (Killian and von Heijne, 2000).  
The actinoporin pore formation mechanism is a conserved element that begins 
when the monomer binds to the membrane interface followed by the assembly of four 
monomers that culminate in the formation of a functional pore of approximately 2 nm in 
diameter (Tejuca et al., 1996; Mancheno et al., 2001; 2003). The inner lumen of the 
toroidal pore is likely formed by a combination of the hydrophilic faces of the α-helices 
of the toxin and the polar head of the membrane phospholipids (Alvarez et al., 2001, 
2003, 2009).  
According to crystallographic analysis on StII, aromatic residues such as 
Tyr107, Trp110, Tyr111, Trp114, Tyr131, Tyr135, and Tyr136, together with residues 
Ser54, Val87, Ser105, and Pro107, appear to be involved in the phosphorylcholine head 
groups of the membrane sphingomyelin binding site (Mancheno et al., 2001, 2003; 
Alegre-Cebollada et al., 2004; Alvarez et al., 2009). Moreover, it has been shown that 
StII Trp110 and Tyr111 are important residues involved in sphingomyelin recognition 
(Bakrac et al., 2008; Monastyrnaya et al., 2010).  
Studies have shown that Ca+2 and Mg+2 increase the hemolytic activity of 
sticholysin II (StII), whereas Co+2 and Mn+2 inhibit this activity. Corroborating this 
finding, an increase in intracellular Ca+2 has been shown to increase StII lytic activity 
(Celedon et al., 2005). This same group concluded that the hemolytic mechanism, 
induced by the increase in intracellular Ca+2 concentrations, may activate scramblases 
and trigger membrane phospholipid translocation processes that promote an increase in 
StII membrane pore formation (Celedon et al., 2009). 
Another anemone, Actinia equine, is a rich source of α-pore-forming toxins that 
contain amphipathic α-helices that act on ion channels. These toxins are contained 
within specialized stinging organelles (nematocysts) and serve as chemical weapons to 
capture prey and to defend against predators. The main toxin found in Actinia equine is 
an actinoporin, equinatoxin II (EqtII), that has 179 residues and forms pores in 
erythrocytes (Drechsler et al., 2010).  
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EqtII differs from StII in its sequence and structure, but the mechanisms of 
toroidal pore formation in both toxins are similar. EqtII also contains a tightly folded 
hydrophobic β-sandwich core that is flanked on two sides by α-helices (Kristan et al., 
2004; 2007; 2009).  
Functional assays to test the direct binding of EqtII to the membrane showed that 
this activity is related to its sphingomyelin binding capacity. The hemolytic activity of 
EqtII is also highly sphingomyelin dependent (Anderluh et al., 2003; Bakrac et al., 
2008; Schon et al., 2008; Bakrac and Anderluh, 2010).  
EqtII and its recombinant analogues exert hemolytic activity on human 
erythrocytes as result of colloid-osmotic shock due to the opening of toxin-induced 
ionic pores (Kristan et al., 2004; 2007; 2009). 
Bunodosoma caissarum is a sea anemone that secrets a variety of biological 
compounds and is found only in Brazilian coastal waters (Martins et al., 2009). The 
crude product extracted from their nematocysts exerts a high hemolytic activity on fish, 
frog, snake, mouse and rat erythrocytes (Malpezzi and Freitas, 1991). De Oliveira et al. 
(2006) have shown that a toxin isolated from B. caissarum venom, caissarolysin I 
(BcsI), possesses a higher hemolytic activity than EqtII. BcsI is a basic protein with a pI 
above 9.0 that appears to possess twice the hemolytic activity of EqtII. Although the 
mechanism of action of BcsI has not been demonstrated, it appears to act in a similar 
manner to actinoporins and forms pores in membranes (de Oliveira et al., 2006). 
Interestingly, sea anemones are protected against the action of actinoporins by 
the absence of sphingomyelin in their membranes and by their phosphonosphingolipids, 
which have an altered phosphorylcholine head group (Meinardi et al., 1995).  
Because cnidarian venom (from jellyfish) is composed of a complex miscellany 
of molecules, most studies have been conducted with the crude venom instead of 
isolated proteins; further analysis is needed to identify the hemolytic activity of this 
venom. 
Although different mechanisms have been proposed, the use of polyethylene 
glycol as an osmotic protectant to prevent water influx through the erythrocyte 
membrane indicates a possible pore-forming mechanism (Edwards et al., 2002; Marino 
et al., 2009). 
Studies have demonstrated that jellyfish venoms from many different species 
exhibit variable intensities of hemolytic potency. It has been shown that sheep 
erythrocytes are sensitive to lysis by Carybdea marsupialis venom, whereas human and 
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rabbit cells are resistant to this venom (Rottini et al., 1995). In contrast, Torres and 
collaborators (2001) determined that human erythrocytes are more highly susceptible to 
Cassiopea xamachana jellyfish venom than sheep erythrocytes. A hemolytic potency 
evaluation of Nemopilema nomurai jellyfish venom on mammalian cells showed that 
human erythrocytes are at least six times more resistant to this venom than dog 
erythrocytes (Kang et al., 2009). The results indicate that the composition of erythrocyte 
membranes can influence the hemolytic activity of jellyfish venoms, thus supporting the 
proposal that the mechanism is enzymatic (Burnett and Calton, 1987). Studies from 
Helmholz (2010) confirmed this hypothesis and showed that jellyfish venoms 
preferably bind to cholesterol and sphingomyelin when cell membrane lipids are 
immobilized as liposomes.  
An important property of piscine venoms is that they demonstrate a strong 
hemolytic activity against erythrocytes of several species. Like most marine animals, 
the hemolytic mechanism of these venoms involves pore formation. Several species of 
fish possess substances that are potentially toxic to humans either by oral ingestion or 
by envenoming caused by a sting. Although these toxins rarely induce death, they are 
responsible for serious clinical cases that are found mainly in coastal regions (Church et 
al., 2003). 
Although there are many different species of venomous fish, the venom activity 
is very similar in all. This may also be true of their structures, as indicated by their 
cross-reactivity with stonefish (Synanceia trachynis) antivenom in the treatment of 
human envenoming and from serological cross reactivity analysis (Church and 
Hodgson, 2002; Church et al., 2003).  
Because stonefish (Synanceia trachynis, S. horrida, S. verrucosa, S. nana and S. 
alula) venom is relatively stable and can be isolated in considerable quantities, it is the 
most widely studied venom and is represented well in the literature. The protein lethal 
factor isolated from crude venom has been described for Synanceja trachynis 
(trachynilysin), S. verrucosa (verrucotoxin) and S. horrida (stonustoxin) (Khoo, 2002).  
A report by Chen et al. (Chen et al., 1997) on the hemolytic activity of 
stonustoxin (SNTX) demonstrated the formation of a 2.5 to 3.2 nm pore. With a native 
molecular mass of 148 kDa, SNTX is one of the largest toxins that can form pores. The 
study also identified the role of cationic amino acid residues in hemolytic activity. 
Cationic amino acid residues such as lysine and arginine interact with the negatively 
charged membrane phospholipids that link the protein to the membrane, causing its 
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disruption (Maloy and Kari, 1995). Yew and Khoo suggest that tryptophan residues 
create a hydrophobic surface that is essential for pore formation (Yew et al., 1999; Yew 
and Khoo, 2000).  
The characterization and cloning of STNX has been reported by Ghadessy et al. 
(1996), who showed that STNX has two subunits, a 71 kDa  α subunit and a 79 kDa β 
subunit. The amino acid sequences of the subunits are 50% homologous and have a 
similarity of 70%, implying that they have evolved from a common ancestral gene. 
Other hemolytic toxins that have been isolated from stonefish include 
verrucotoxin (VTX) and neoverrucotoxin (NeoVTX), both from S. verrucosa. VTX is a 
glycoprotein composed of 4 subunits, two α subunits each with a molecular mass of 83 
kDa and two β subunits each with a molecular mass of 78 kDa; the total molecular mass 
of the entire native toxin is 322 kDa (Garnier et al., 1995). NeoVTX is a 166 kDa 
proteinaceous toxin composed of two subunits. The amino acid sequences of the 
NeoVTX α and β-subunits have 87 and 95% sequence homology with the SNTX α- and 
β-subunits, respectively. When compared, the VTX β-subunit and the NeoVTX β-
subunit have 90% sequence homology (Ueda et al., 2006). 
It has been reported that crude venom from other fish species exhibits hemolytic 
activity. Shiomi et al. (1986, 1988, 1995, 2002, 2009) report that crude venom from the 
Inimicus japonicus scorpionfish and zebrafish (Pterois lumulata, P. volitans, P. 
antennata and Dendrochirus zebra) exhibit specific hemolytic activity for rabbit 
erythrocytes. However, the venom activity from these species can be neutralized by S. 
trachynis antivenom (Shiomi et al., 1986, 1988, 1995, 2002, 2009). Few studies have 
reported using isolated fractions from these species due to the difficulty associated with 
obtaining the venom and the problem of storing it without losing biological activity. 
Lopes-Ferreira et al. (2000) reported a strong hemolytic activity in 
Thalassophryne nattereri fish venom. The authors fractionated the venom and 
determined that the fraction responsible for the biological activity corresponded to basic 
proteins with a molecular mass of 47 kDa. In this study, phospholipase activity was not 
found, and the specific mechanism of hemolysis was not analyzed. 
 
5.1. SMALL PEPTIDES 
Sea snails, especially those from the genus Conus, are known for producing an 
assembly of small peptides whose main activity is to block specific ion channels of 
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nerve and muscle cells (Saravanan et al., 2010). Accidents with these snails involving 
humans can potentially be fatal, with a mortality rate of 25% (Haddad, 2006).  
Conotoxins appear to have similar biochemical properties; all are monomeric 
proteins with a low molecular mass (an average of between 10 and 43 kDa) (Saravanan 
et al., 2010). Some of these toxins have been described as hemolytic for human 
erythrocytes, e.g., conolysin Mt isolated from C. mustelinus, three conotoxins isolated 
from C. fugilinus and echotoxins isolated from Monoplex echo (Shiomi et al., 2000).  
Conolysin Mt is a highly hemolytic toxin that causes 40% hemolysis at a 
concentration of 1 μM and more than 90% hemolysis at a concentration of 10 μM in 
human erythrocytes. There are two peptides present in this toxin: conolysin Mt1 and 
conolysin Mt2, with an average molecular mass of approximately 2.7 kDa. Mt1 has the 
amino acid sequence FHPSLWVLIPQYIQLIRKILKSG, and Mt2 has the amino acid 
sequence FHPSLWVLIPQYIQLIRKILKS. Conolysin Mt1 and Mt2 show some 
similarities to the C-terminal α-helix of melittin (hemolytic bee toxin) and appear to 
form pores in eukaryotic cell membranes (Biggs et al., 2007). 
Conotoxins isolated from C. fugilinus that have a low molecular mass (below 14 
kDa) demonstrate a hemolytic mechanism similar to the pore formation mechanism of 
sea anemone toxins (Saravanan et al., 2010). However, echotoxins (25 kDa) from 
Monoplex echo appear to use a different mechanism of action, and the hemolytic 
activity of these toxins is inhibited by gangliosides, which suggests that they lyse 
erythrocytes through binding to gangliosides receptors (Shiomi et al., 2000). 
Honeybee (Apis mellifera) venom contains the well-known peptides melittin, 
apamin, tertiapin, secapin, and MCD peptide. Some of these peptides exert a detergent-
like action on plasma membranes (Dawson et al., 1978), causing cell lysis, whereas 
others are neurotoxins. Most of these peptides have polycationic amphipathic 
components and have a high content of α-helices in their secondary structures; these 
peptides generally account for cell lysis, hemolysis, antibiosis and sometimes promote 
the delivery of cellular activators/mediators (Kastin and Pan, 2006). 
Melittin is an active small amphiphylic peptide with a predominantly 
hydrophobic N-terminal region and a hydrophilic C-terminal region that can form 
transmembrane pores (Raghuraman and Chattopadhyay, 2006). 
Figure 3 summarizes all of the hemolytic mechanisms that have been discussed 
above.  
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5.2. TOXINS THAT MODIFY ION CHANNELS 
Peptide toxins are positively charged, relatively small and modify the processes 
of ion channel activation and inactivation without altering ion selectivity (Strichartz et 
al., 1987). Some lipophilic toxins can act from either side of the membrane and modify 
all the functions of cation channels. Information about these toxins is scarce, but their 
mechanisms of action are very interesting, some of which are discussed below.  
Staphylococcus aureus α-toxin forms pores in the cellular membrane and results 
in significantly stronger hemolysis of knockout cells (KCa3.1−/−) compared to wild-
type erythrocytes. Studies from Foller et al., (2010) indicate that KCa3.1 channel 
activity and the Gardos effect can counteract the hemolysis of injured erythrocytes, thus 
decreasing hemoglobin release into the circulating blood. 
Moreover, α-hemolysin from Escherichia coli triggers the activation of the P2X 
purinergic receptor (and possibly pannexins channels) in equine, murine, and human 
erythrocytes, increasing hemolysis (Iglesias et al., 2009). α-Hemolysin-stimulated 
hemolysis is reportedly preceded by an increase in intracellular calcium, which induces 
scramblases to translocate phospholipids from the lipid bilayer of the cell membrane, 
Ca2+-stimulated activation of Gardos K+ and TMEM16A Cl− channels, which 
culminates in erythrocyte shrinkage and cell lysis (Skals et al., 2009).  
Hymenopteran venoms may also contain some neurotoxins that affect both the 
vertebrate and invertebrate nervous systems by blocking sodium channel inactivation 
(Sahara et al., 2000).  In addition, some of these toxins target Na+ and/or Ca2+ channels 
or even the nicotinic ACh receptor (Kastin and Pan, 2006), similar to the 
pompilidotoxins (PMTXs).  
PMTXs constitute a family of toxins with 13 amino acid residues that have been 
isolated from the venoms of Anoplius samariensis (Hisada et al., 2002) and 
Batozonellus maculifrons (Konno et al., 2000).  
Anoplin is a major toxin in the venom of Anoplius samariensis (Harsch et al., 
1998) and constitutes an amphiphilic α-helical peptide that causes mast cell 
degranulation and has hemolytic and antimicrobial activities (Konno et al., 2001). 
Notably, this toxin discriminates between neuronal and cardiac sodium channels 
(Kinoshita et al., 2001). 
Other toxins with powerful hemolytic activity are the polypeptides from sea 
anemones that affect sodium and potassium channels (Karlsson et al., 1991b; Llewellyn 
and Norton, 1991; Norton, 1991). Studies suggest that the venom of the sea anemone 
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Bunodosoma cangicum contains two types of neuroactive substance, one that modulates 
Na+ channels and one that blocks K+ channels, with an overall effect on the 
prolongation of nerve action potential. Other data reported by Araque et al. (Araque et 
al., 1995) demonstrate that the venom obtained from the same anemone includes a toxin 
that selectively blocks Ca2+-dependent K+ currents in a reversible manner without 
modifying Na+ currents. Moreover, Harvey et al. (Harvey et al., 1996) demonstrated 
that the B. cangicum venom blocks the binding of labeled DTX (a known K+ channel 
blocker) in synaptosomal preparations. These pharmacological activities, illustrated in 
Figure 4, can induce hemolysis in erythrocytes.  
 
6. PERSPECTIVES 
In ancient Greece, Aristotle recognized the biological potential of toxins from 
venomous animals, and crude venom was used for medicinal purposes (Lucas, 1988; 
Hawgood, 1992). 
Today, the great diversity of toxins from eukaryotic and prokaryotic organisms 
is an entire universe yet to be explored. The different mechanisms and pharmacological 
effects of these toxins need further study for the advancement of several fields, e.g., new 
treatment strategies could be developed to improve accident management. The number 
of lethal snakebite cases decreased 10 to 50 fold between the 19th and 20th centuries in 
North America, and this is one of the motives for the continued study of antivenoms 
(Gold et al., 2004). This progress demonstrates how the development of new techniques 
can result in considerable improvements in the treatment of venomous animal accidents. 
Further studies of these toxins would be useful not only to help improve the 
correct treatment of accidents but also for the development of new technologies. These 
toxins are reservoirs of natural compounds that have been recognized as promising 
resources for biomedical applications in the pharmaceutical field, in neural and 
biological sciences, in the biotechnology industry and in the development of novel 
drugs.  
Because of the drastic effects triggered by these toxins, the topics presented in 
this review illustrate the importance of continuing the study of hemolytic proteins and. 
uncovering the potential of their unexplored and unsuspected biological and 
biotechnological activities.  
Recently, molecular biology techniques have helped to characterize different 
toxins and have allowed a deeper insight into their molecular actions. A greater 
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understanding of toxin mechanics and their potential for use as drugs will depend upon 
insight into their biochemical classification, determination of their structure and 
conformation, and the elucidation of their biological activities based on their molecular 
organization, their cellular receptors and their mode of action in different cell types 
(Senff-Ribeiro et al., 2008; Chaim et al., 2011b). A better understanding of the action 
and structure of toxins has also allowed the development of inhibitors that have the 
potential to be used to design new drugs. Studies by Soares and Giglio (Soares and 
Giglio, 2003) have shown that the PLA2 inhibitors have anti-myotoxic, anti-edema, anti-
cytotoxic and anti-bacterial activities, suggesting a role for these inhibitors in 
biomedicine. 
The use of natural enzymes can also be of great value in the food industry. The 
industrial processing of oil and cheese and the baking industry have all used 
phospholipases. These enzymes are usually used to produce emulsifier-like molecules 
(i.e., lysolecithin and monoglycerides) by acting on the phospholipids already present in 
the ingredients used in the production of mayonnaise and sauces (De Maria et al., 2007). 
The possibility of biotechnological applications for these toxins justifies the 
continued investigation of these toxin-producing organisms, especially when the vast 
molecular biodiversity and complexity of their venoms are taken into consideration. 
Hemolytic activity, which can be measured by a very simple and sensitive assay for 
most membrane damaging toxins, has been the most commonly used procedure to 
assess and characterize the activity of some toxins.  
A successful example of reconciling research and the applicability of toxins has 
been the elucidation of the mechanism of action of actinoporins. The discovery that 
actinoporins specifically bind to regions that are rich in sphingomyelin and trigger the 
formation of pores in the cell membrane is useful for understanding the cellular 
phenomena that result from this toxin and for developing new biotechnological tools, 
e.g., actinoporins are being used for the selective killing of cancer cells (Panchal et al., 
2002; Sepcic et al., 2003) and in biosensor technologies (Astier et al., 2005). 
In conclusion, the study of poisonous and venomous organisms is extremely 
important for the identification of their venemous compounds and the characterization 
of their modes of action, with the aim being to develop their application as bioactive 
substances and to improve treatments. For this purpose, novel scientific models and 
further research are needed to evaluate this invaluable and inexhaustible source of 
possibilities.  
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8. LEGENDS 
Figure 1: Percentage of studies on hemolytic toxins published by the journal 
Toxicon in the last ten years. Note: The search was carried out using the advanced 
search from the Science Direct website with the key words hemolysis and toxin. 
 
Figure 2: Simplified view of phospholipids and the target sites for 
phospholipases. Note: this figure was produced using Servier Medical Art 
(http://www.servier.com). 
 
Figure 3: Overview of hemolytic toxins.  
Note: this figure was produced using Servier Medical Art (http://www.servier.com).  
 
Figure 4: Simplified view of the cytotoxicity caused by ion channel cascade 
modification in erythrocytes. Pompilidotoxins (PMTXs) appear to modulate Na+ 
channels and promote cell swelling by the entry of water and disruption of the 
membrane. Other toxins, such as α-hemolysin from E. coli, induce Ca++ influx, which in 
turn activates scramblases, triggers the activation of the Gardos channel, inducing K+ 
efflux, and leads to erythrocyte shrinkage and hemolysis. Note: this figure was 
produced using Servier Medical Art (http://www.servier.com). 
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3. RESULTADOS 
 
A - Item 1: Identificação de um efeito hemolítico direto dependente da atividade 
catalítica Induzida pela Fosfolipase-D (Toxina dermonecrótica) do veneno da 
aranha-marrom. 
 
J Cell Biochem. 2009 Jul 1;107(4):655-66. 
 
Chaves-Moreira D, Chaim OM, Sade YB, Paludo KS, Gremski LH, Donatti L, de 
Moura J, Mangili OC, Gremski W, da Silveira RB, Senff-Ribeiro A, Veiga SS. 
 
Departamento de Biologia Celular, Universidade Federal do Paraná, Curitiba, 
Paraná, Brazil. 
 
As aranhas marrons têm distribuição mundial e são a causa de problemas 
de saúde conhecidos como loxoscelismo. Foram observadas lesões necróticas em 
torno da picada e sinais sistêmicos como a insuficiência renal, DIC, e hemólise nas 
vitimas do acidente com essas aranhas. Neste trabalho nós estudamos o 
mecanismo molecular pelo qual a toxina recombinante, bioquimicamente 
caracterizada como fosfolipase-D, desencadeia a hemólise direta (complemento 
independente). Eritrócitos humanos tratados com a toxina mostraram hemólise direta 
de uma forma dependente da dose e do tempo de exposição, bem como alterações 
morfológicas no tamanho e forma das células. Os eritrócitos de coelho, humanos e 
ovelhas são mais suscetíveis do que os de cavalo. A hemólise não é dependente do 
grupo ABO ou do sistema Rh. Análises confocal e FACS usando anticorpos contra 
proteína a toxina ou a GFP-fosfolipase-D mostrou ligação direta dessa toxina sobre 
a membrana dos eritrócitos. Além disso, os eritrócitos tratados com a toxina 
reagiram com anexina-V e mostraram também alterações em seu perfil de 
microdomínios lipídicos. Alguns quelantes de íons divalentes inibiram a hemólise 
evocada pela fosfolipase-D, que possui um magnésio no seu domínio catalítico. Os 
quelantes testados foram mais eficazes do que PMSF (inibidor de serino-protease) 
que não teve efeito sobre a hemólise. Uma mutação sítio dirigida no domínio 
catalítico (histidina 12 pela alanina) inibiu completamente a hemólise e as alterações 
morfológicas dos eritrócitos (mas não a capacidade da toxina de ligação da 
membrana), suportando a idéia de que a atividade catalítica está envolvida na 
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hemólise e nas alterações celulares, mas não na ligação da toxina sobre as células. 
Os resultados fornecem evidências de que o veneno de L. intermedia e a fosfolipase 
D desencadeiam hemólise direta das células humanas do sangue de uma maneira 
catalítico-dependente.  
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B - Item 2: A relação entre cálcio e o metabolismo de fosfolipídeos da 
membrana plasmática na hemólise induzida pela toxina fosfolipase-D do 
veneno da aranha-marrom. 
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A fosfolipase-D presente no veneno da aranha marrom pertence a uma 
família de toxinas caracterizadas como potentes agentes bioativos. Elas têm sido 
envolvidas em vários aspectos da fisiopatologia das células, incluindo resposta 
inflamatória, agregação plaquetária, hiperativação de células endoteliais, alterações 
renais, e hemólise. O mecanismo molecular pelo qual essas toxinas causam 
hemólise está sob investigação; dados da literatura têm sugerido que a catálise 
enzimática é necessária para as atividades biológicas desencadeadas pela toxina. 
No entanto, o mecanismo pelo qual fosfolipase-D desencadeia a hemólise direta em 
eritrócitos humanos não foi completamente determinado. Para avaliar como a 
atividade da fosfolipase-D provoca a hemólise, examinou-se o impacto das 
fosfolipases-D recombinantes sobre células vermelhas do sangue. Utilizando seis 
diferentes fosfolipase-D recombinantes purificadas obtidas a partir de uma biblioteca 
de cDNA da glândula de veneno, demonstramos que há uma correlação direta entre 
efeito hemolítico e atividade enzimática. Estudando a LiRecDT1, uma potente toxina 
hemolítica e fosfolipase-D recombinante, determinou-se que a toxina degrada 
esfingomielina, lisofosfatidilcolina e liso-fator de ativação plaquetária. Além disso, 
determinou-se que a toxina é capaz de degradar também os fosfolipídios do extrato 
de eritrócitos humanos, bem como os fosfolipídios da membrana eritrocitária. Os 
produtos da degradação da esfingomielina e lisofosfatidilcolina pelo tratamento com 
a LiRecDT1 causam hemólise dos eritrócitos humanos. Esta hemólise, dependente 
dos produtos do metabolismo de fosfolipídios, é também dependente da 
concentração de íons de cálcio, porque o percentual de hemólise aumentada com o 
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aumento da dose de cálcio no meio. O tratamento com a fosfolipase-D recombinante 
estimula o influxo de cálcio para dentro das células que foi detectado por uma sonda 
fluorescente sensível cálcio (Fluo-4). Este influxo de cálcio mostrou ser mediado por 
canal, em vez que a entrada de íons Ca2+ foi inibida por inibidores dos canais de 
cálcio do tipo-L, mas não por inibidores de canais de cálcio do tipo-T ou por 
bloqueador de canal de sódio ou por inibidor específico de canais de potássio 
ativados por cálcio. Finalmente, essa inibição de hemólise induzida pelo tratamento 
com fosfolipase-D ocorreu de forma dependente da concentração de bloqueadores 
dos canais de cálcio tipo-L, como nifedipina e verapamil. Os dados fornecidos neste 
estudo sugerem que a fosfolipase-D do veneno da aranha marrom induz hemólise 
de eritrócitos humanos através do metabolismo de fosfolipídios de membrana, como 
a esfingomielina e lisofosfatidilcolina, gerando produtos bioativos que estimulam um 
influxo de cálcio nas células vermelhas do sangue mediado por canal de cálcio do 
tipo-L. 
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C - Item 3: Atividade hemolítica das toxinas de animais peçonhentos: uma 
visão geral. 
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A maioria dos organismos venenosos são benignos e ambientalmente 
benéficos. Seus venenos são misturas ricas de moléculas que são naturalmente 
envolvidos na captura, morte e digestão das presas ou para proteção contra 
predadores. Ocasionalmente, as pessoas são envenenadas depois de uma picada 
acidental ou contato com estes venenos tóxicos, quee podem produzir lesões 
dolorosas ou efeitos sistêmicos significativos. Importantes síndromes clínicas são 
produzidos por espécimes do filo Arthropoda, Arachnida especificamente as classes 
(aranhas, escorpiões), Insecta (abelhas, vespas e lagartas) e as espécies marinhas, 
como anêmonas do mar e cnidários. Serpentes também estão envolvidas nos 
envenenamentos importante e às vezes letal. Estes animais possuem uma grande 
variedade de substâncias biologicamente ativas cujos mecanismos de ação são 
muitas vezes desconhecidos. Este artigo incidirá sobre os efeitos hemolíticos das 
toxinas e dos venenos brutos de alguns animais, assim como  suas ações a nível 
celular. Uma compreensão dos mecanismos subjacentes ao “in vivo” facilita o 
entendimento dos efeitos tóxicos dessas substâncias e auxilia o desenvolvimento de 
tratamentos mais eficazes contra envenenamentos e promove o desenvolvimento de 
ferramentas com aplicações biotecnológicas. Moléculas bioativas secretadas por 
organismos procariotas e eucariotas são importantes recursos para estudos de 
bioprospecção e para o desenvolvimento de tecnologia relacionada à produtos de 
cuidados terapêuticos e de saúde. Esta revisão irá descrever exemplos de tais 
compostos e suas atividades. 
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D - Item 4: Mecanismo molecular da atividade hemolítica da fosfolipase-D 
presente no veneno de Loxosceles intermedia. 
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Nós investigamos o mecanismo pelo qual a fosfolipase-D presente no 
veneno da aranha marrom induz a injúria, a morte e a ruptura dos eritrócitos. Dados 
prévios demonstraram que o veneno bruto de L. intermedia e a toxina recombinante 
LiRecDT1, através da degradação de fosfolipídios da membrana promovem 
diretamente o encolhimento celular acompanhado de alterações morfológicas, 
blebbing de membrana, influxo de cálcio, ativação de proteases, agregação de lipid 
rafts e exposição da fosfatidilserina, acarretado na morte e ruptura dos eritrócitos. A 
externalização de fosfatidilserina na superfície do eritrócito é reconhecida por 
macrófagos. Além disso, essa exposição pode ativar a via clássica do sistema 
complemento e dessa forma promover também hemólise complemento dependente 
que aumenta a gravidade do efeito. Duas vias de sinalização ativadas por 
metabólitos lipídicos foram investigadas nesse trabalho a via do ácido lisofosfatídico 
(LPA) e a via da ceramida-1-fosfato (C1P), já que a toxina recombinante é capaz de 
hidrolisar lisofosfatidilcolina (LPC) e esfingomielina (SM) e liberar os respectivos 
metabólitos. A primeira hipótese observada foi a atividade hemolítica do ácido 
lisofosfatídico através do seu receptor LPA2/LPA3 acoplado a proteína Gi e 
conseqüente abertura de canais de cálcio do Tipo-L. Já a segunda hipótese foi a da 
ceramida-1-fosfato que por sua vez é capaz de promover a ativação direta da 
Fosfolipase A2 interna ao eritrócito. Dessa forma promovendo a liberação de ácido 
aracdônico que será metabolizado pela ciclooxigenase para a formação de 
mediadores eicosanóides como as prostaglandinas. A prostaglandina gerada é um 
conhecido mediador pró-inflamatório que promove a ativação de diversas enzimas 
citoplasmática, que podem induzir a morte e ruptura dos eritrócitos. Por outro lado, a 
C1P formada a partir da hidrólise de SM é metabolizada a ceramida pela atividade 
de uma fosfatase e transformada em esfingosina pela ceramidase, que por sua vez 
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será convertida em esfingosina-1-fosfato pela esfingosina-1-quinase. Esses 
metabólitos lipídicos são conhecidos efetores de inflamação, morte celular e 
hemólise. A ceramida e o cálcio ativam a scramblase que promove a externalização 
de fosfatidilserina e a calpaina que promove a degradação do citoesqueleto. Juntos 
desencadeiam o processo de morte do eritrócito, ou seja, alterações morfológicas e 
hemólise. Aparentemente, a inibição do transporte da S1P para o meio extracelular 
através do seu transportador, conhecido como ABCA1 não promoveu qualquer 
interferência na hemólise induzida pela fosfolipase D. Até o momento, acreditamos 
baseado nesses dados que o efeito hemolítico induzido pelas fosfolipases da 
aranha-marrom seja devido pela formação de LPA e C1P.  
 
D.1 MATERIAL E MÉTODOS 
 
MATERIAL 
 
Reagentes 
 
Os sais utilizados foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha) e as 
soluções preparadas para o uso nos eritrócitos tiveram pH (PHS-3B, Labmeter) e 
osmolaridade (“VAPRO 5520”, Wescor, Utah, EUA) ajustados. A triptona e extrato de 
levedura utilizados foram provenientes da HiMedia (Mumbai, India). A ampicilina foi 
adquirida da USB (Cleaveland, OH, EUA). O IPTG, a Anexina V marcada com FITC, 
a Toxina Colérica marcada com Alexa Flúor-594, O Amplex Red kit de atividade 
enzimática e o Fluo4-AM foram adquiridos da Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA). O 
Soro Fetal Bovino foi adquirido da Cultilab (Campinas, Brasil) e o Tris Base adquirido 
da Gibco BRL (Bethesda, EUA). A Albumina de Soro Bovino (BSA), o ágar-ágar, o 
anti-IgG de coelho marcado com FITC, o Hepes, a Sucrose, todos os inibidores e a 
D-Glucose foram adquiridos da Sigma (St. Louis, MO, USA). Os fosfolipídios foram 
adquiridos da Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL, USA ). As placas (24 e 96 poços – 
Polysorp e Maxysorp) foram compradas da Nalge Nunc International Corporation 
(Naperville, IL, EUA). 
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Animais 
 
Os experimentos envolvendo animais foram realizados de acordo com os 
princípios éticos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentação Animal 
(COBEA) e exigências estabelecidas em “Guide for the Care and Use of 
Experimental Animals (Canadian Council on Animal Care). Os certificados de 
liberação para realização dos experimentos utilizando animais e humanos emitidos 
pelos respectivos Comitês de Ética em Experimentação (CEEA E CEP-
BIOLÓGICAS “UFPR”) estão anexados ao final dessa dissertação. Neste trabalho, 
foram utilizados indivíduos adultos de Loxosceles intermedia coletados na cidade de 
Curitiba e região Metropolitana e de exemplares fornecidos pelo LIPAPE 
(Laboratório Interdisciplinar de Pesquisa em Animais Peçonhentos) da UFPR. Os 
camundongos suíços, coelhos neozelandeses e cavalos foram utilizados para a 
obtenção de 1mL de sangue nos ensaios de hemólise “in vitro”. Os coelhos 
neozelandeses também foram utilizados para a obtenção de soro hiperimune ao 
veneno de Loxosceles intermedia, assim como a toxina recombinante. Estes animais 
ficaram acomodados em condições de temperatura constante (21 ± 2 ºC) e 
luminosidade controlada (12 horas de claridade e 12 horas de escuridão). Os 
animais foram fornecidos pelo Biotério do Setor de Ciências Biológicas da UFPR. Já 
dos cavalos saudáveis e de corrida, pertencentes ao Jockey Club do Paraná, 
Curitiba, foi apenas coletado sangue. O sangue de carneiro desfibrinado foi 
adquirido comercialmente da Newprov produtos para laboratório (Pinhais, PR, 
Brasil). 
 
MÉTODOS 
 
Extração de veneno loxoscélico por eletrochoque 
 
O veneno de Loxosceles intermedia foi obtido de aranhas adultas em 
condições apropriadas e submetidas à eletrochoque de 15 volts no cefalotórax como 
descrito por Feitosa et al., 1998. Após a coleta, o veneno foi diluído em PBS e 
mantido à temperatura de – 80 ºC até o momento do uso. 
 
 
97 
 
Dosagem de proteínas pelo método de Bradford  
 
A dosagem da concentração de proteínas presentes no veneno total e nas 
toxinas recombinantes foi realizada através do método de Azul de Coomassie, como 
descrito por Bradford, 1976. A absorbância foi obtida em 610nm em leitor ELISA 
(Meridian, ELx 800, Auto Reader Diagnostics inc, EUA).  
 
Obtenção de eritrócitos humanos 
 
A coleta de amostras de sangue periférico foi feita por punção de 
voluntários adultos e saudáveis, de acordo com os requisitos definidos pelo Comitê 
de Ética em Experimentação em Humanos (CEP-Biológicas). Todo o material estéril 
utilizado foi adquirido comercialmente (Agulhas e Seringas BD Plastipak®). O 
anticoagulante utilizado foi EDTA Na2 5% adquirido da Newprov Produtos para 
Laboratório (Pinhais, PR, Brasil), na proporção de 1 gota para cada mililitro de 
sangue. 
 
Expressão de proteínas recombinantes a partir de uma biblioteca de cDNA da 
glândula produtora de veneno de Loxosceles intermedia 
 
As toxinas utilizadas nesse trabalho foram obtidas a partir de uma 
biblioteca de cDNA da glândula produtora de veneno como descrito em Chaim e 
colaboradores (2006); Da Silveira e colaboradores (2006 e 2007a) e Appel e 
colaboradores (2008). A seqüência do cDNA clonado está depositada no GenBank 
sob o número DQ218155 para LiRecDT1. 
A toxina mutada foi obtida pelo método de PCR Megaprimer adaptado de 
Sambrook e Russell (2001) por Chaim e colaboradores (2011a). Basicamente o 
procedimento foi realizado em três etapas de PCR, com o intuito de introduzir uma 
mutação sítio dirigida na seqüência original da toxina LiRecDT1; a toxina mutada 
resultante foi nomeada LiRecDT1 H12A. A primeira etapa de PCR incluiu a mutação 
do primeiro resíduo de histidina na posição 12 da seqüência nucleotídica utilizando o 
primer forward T7, o qual se anela a porção 5’ do vetor pSPORT, e o primer reverse 
especialmente desenhado P1H12A. O esquema da Nota 1 ilustra a seqüência 
nucleotídica original da toxina LiRecDT1 e a modificação introduzida. 
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A proteína recombinante LiRecDT1-GFP foi obtida por subclonagem como 
a construção prévia da LiRecDT1 (Chaim et al., 2006). Nessa seqüência foi 
adicionada a seqüência da “green fluorescence protein” (EGFP) em pET-14b, 
usando-se a estratégia de Blunt-Cut-Cut em NdeI (pET-14b) e dois sítios BamH I 
(entre LiRecDT1, EGFP e o Vetor). O Resultado foi a construção de uma proteína de 
fusão com uma cauda “6x His-Tag” na região N-terminal, seguida da seqüência da 
LiRecDT1 madura e da EGFP na região C-terminal. 
Em resumo, os cDNAs codificantes para as proteínas maduras foram 
amplificados por PCR utilizando primers desenhados para conter sítios de restrição 
na extremidade 5’ para Xho I forward e BamH I reverse. O produto de PCR foi, 
então, digerido com tais enzimas e subclonado em pET-14b digerido com as 
mesmas enzimas. Em seguida, as construções foram expressas como proteínas de 
fusão em E. coli BL21(DE3)pLysS quimio-competentes contendo etiqueta de 
histidinas (6x His Tag). Os clones obtidos tiveram suas seqüências confirmadas por 
sequenciamento de DNA.  
Além disso, as colônias de E. coli BL21(DE3)pLysS transformadas foram 
expandidas em 10 mL de meio líquido Luria Broth contendo ampicilina (100 µg/mL) e 
cloranfenicol (34 µg/mL) e posteriormente utilizadas para inocular volumes maiores 
de meio LB (1000 mL). Estas culturas, em larga escala, foram mantidas a 37°C com 
aeração constante, até D.O.550 = 0,5. A indução da expressão das toxinas foi 
realizada pela adição de IPTG 0.05 mM e as culturas foram incubadas por um 
período de 3 h½ a 30 °C (Chaim et al., 2006, Da Silveira et al., 2006 e 2007; Ribeiro 
et al., 2007). 
 
Purificação das proteínas LiRecDTs, LiRecDT1 H12A e LiRecDT1-GFP em 
resina Ni-NTA agarose 
 
Após a indução da expressão das toxinas recombinantes em E. coli 
BL21(DE3)pLysS, as células foram sedimentadas por centrifugação e rompidas por 
criofratura com o auxilio de 40 mg de Lizosima (Sigma, St. Louis, MO, USA) em 
tampão de ligação (fosfato de sódio 20 mM, pH 8,0; NaCl 500 mM; imidazol 10 mM), 
a quebra do DNA gênomico foi realizada mecanicamente. Após centrifugação 
adicional, o sobrenadante foi aplicado em uma coluna de Ni-NTA agarose para a 
purificação da proteína recombinante de fusão, contendo a cauda de histidina (6x 
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His Tag). A coluna foi lavada exaustivamente em tampão de lavagem (fosfato de 
sódio 20 mM, pH 8,0; NaCl 500 mM; imidazol 20 mM) e eluída em tampão de eluição 
(fosfato de sódio 20 mM, pH 8,0; NaCl 500 mM; imidazol 250 mM). As frações 
obtidas foram analisadas por SDS/PAGE 12,5%, reunidas e dialisadas contra PBS. 
As toxinas recombinantes purificadas foram dosadas pelo método de Bradford, 
aliquotadas e mantidas a -80°C até o momento do uso  (Chaim et al., 2006, da 
Silveira et al., 2006 e 2007; Ribeiro et al., 2007). 
 
Eletroforese de proteínas em gel de poliacrilamida 
 
As eletroforeses foram realizadas em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
12,5% em condições redutoras e não redutoras como descrito por Laemmli e 
colaboradores (1970). Para observação das proteínas, os géis foram corados com 
azul de Coomassie 0,02% em metanol 50%, ácido acético 10% em água deionizada. 
Os géis foram mantidos nesta solução por vinte minutos em temperatura ambiente, 
sob agitação constante e descorados com sucessivas trocas de metanol 50% com 
ácido acético 10% em água destilada (Fairbanks et al., 1971). Finalmente, 
utilizaram-se marcadores de massa molecular para avaliar a altura das proteínas 
purificadas. Os marcadores utilizados foram ovoalbumina (44 kDa), anidrase 
carbônica (29 kDa), β-lactoglobulina (20 kDa), lisozima (15 kDa), inibidor de tripsina 
(5,6 kDa) e insulina (3,0 kDa) adquiridos da BioRad (Hercules, CA, EUA). 
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Tabela 6: Seqüência nucleotídica da toxina LiRecDT1 clonada a partir de uma biblioteca de 
cDNA da glândula produtora de veneno de L. intermedia e a dedução da sua 
seqüência aminoacídica. As setas brancas mostram a posição do anelamento com os 
primers (30 Rec sense) e (30 Rec antisense). A seta cinza ilustra o primer reverse, que 
inclui o códon da substituição na posição 12 na seqüência de aminoácidos, originando a 
LiRecDT1 H12A (abaixo da linha, a Alanina na posição da Histidina) produzida por 
mutagênese pelo método do Megaprimer. *Corresponde ao Códon de parada. Modificado 
a partir de Chaim et al., 2011. 
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Dose-resposta e tempo-dependência da atividade hemolítica direta da toxina 
recombinante LiRecDT1, LiRecDT1 H12A e veneno de L. intermedia 
 
O ensaio hemolítico foi conduzido como descrito por Harris e Phoenix, 1997. 
Essencialmente, 1 mL de sangue foi lavado três vezes em Tampão Tris/Sucrose 
(Sucrose 250 mM, 10 mM Tris/HCl , pH 7,4, 280 mOsm\kg H2O) e centrifugados a 
2000g por 3 minutos. Em seguida, foram ressuspensos no mesmo tampão para se 
obter uma concentração inicial de eritrócitos de aproximadamente 0.05%, 
correspondente a 5x108 células/mL. Para se obter essa diluição, 250 µl da 
suspensão de eritrócitos lavados foram diluídos em 6 ml de água destilada e a 
absorbância lida a 550nm. O resultado foi obtido utilizando-se a equação abaixo, 
com a finalidade de se determinar o volume para o qual a suspensão inicial deveria 
ser diluída para se obter a concentração desejada: 
 
 
 
                                                 Volume final = Volume inicial x A550nm 
                                                                                        0,210 
 
 
     O controle positivo constituiu-se de 100% de hemólise, a qual foi produzida 
com uma solução de 0,1% (v/v) Triton X-100 por 60 minutos à 37 ºC. As alíquotas de 
200 µL da suspensão de eritrócitos normalizada (perfazendo um total de 1x108 
células) foram utilizadas conjuntamente com 200 µL da solução de tratamento. As 
soluções de tratamento foram compostas de várias concentrações de veneno e das 
toxinas recombinantes LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A separadamente (zero, 0,025, 
0,25, 2,5 e 25µg/mL). As misturas resultantes foram incubadas a 37 ºC na B.O.D, 
sob agitação delicada e constante em “roda mecânica”. Após os tempos de 
tratamento desejados (0, 4, 8, 16 e 24 horas), as suspensões foram centrifugadas 
por 3 minutos, a 2000g, a 4ºC e a absorbância da hemoglobina livre no 
sobrenadante obtida em 550nm utilizando-se leitor ELISA. Em todos os casos, os 
níveis de hemólise foram determinados em porcentagem em relação ao controle 
positivo (Hemólise 100%). O Controle negativo foi obtido apenas com tampão e 
eritrócitos, em que não houve hemólise de fundo significativa. 
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Inibição da atividade hemolítica direta da toxina recombinante LiRecDT1 
 
Estes ensaios foram realizados como descrito no item-1, porém 25 µg/mL da 
toxina LiRecDT1 foram incubados com
 
os inibidores (Sigma) e foram adicionados e 
mantidos em repouso por 60 minutos à 37°C. Em segui da, foram adicionados os 
eritrócitos e incubados homogeneizando à 37 ºC em B.O.D por 24 horas. Os 
controles negativos também foram incubados com tampão e inibidores enzimáticos 
para verificar qualquer interferência nos brancos. 
 
Avaliação da interferência dos sistemas ABO e Rh na hemólise direta 
 
O ensaio hemolítico foi conduzido como descrito por Harris e Phoenix, 1997. 
O procedimento foi o mesmo descrito no item 1 utilizando-se o tampão Tris/Sucrose. 
No entanto, foram utilizados eritrócitos lavados dos Tipos A+, B+, O+, O– e AB+ 
previamente fenotipados em suspensões de 5x108 células/mL. Estas células (200µL) 
foram incubadas com 25 µg/mL da toxina LiRecDT1 por 24 horas a 37 ºC. Em 
seguida, foram centrifugadas e a absorbância do sobrenadante obtida em 550 nm
. 
Foram aferidos também os controles negativos e positivos para cada tipo sanguíneo 
separadamente. 
 
Verificação da atividade hemolítica direta sobre eritrócitos de diferentes 
animais 
 
Este ensaio hemolítico também foi conduzido como descrito por Harris e 
Phoenix, 1997. O procedimento foi o mesmo descrito anteriormente no item 1, 
utilizando-se o tampão Tris/Sucrose. Foram lavados 1 mL de sangue de 
camundongo, cavalo, carneiro, coelho e humano e as respectivas suspensões a 
5x108 células/mL obtidas como já descrito. Utilizou-se 200 µL dessas soluções 
(1x108 células), que então foram incubadas com 25 µg/mL da toxina LiRecDT1 por 
24 horas a 37 ºC. Em seguida, as amostras foram centrifugadas e a absorbância do 
sobrenadante obtido em 550 nm.
 
Foram aferidos também os controles negativos e 
positivos para cada animal separadamente. 
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Análise morfológica dos eritrócitos 
 
As células vermelhas do sangue foram lavadas três vezes em Tampão 
Ringer-NaCl (125 mM NaCl, 5 mM KCl, 1 mM MgSO4, 32 mM Hepes, 5 mM glucose, 
1 mM CaCl2, pH 7.4, 300 mOsm\kg H2O) e ressuspensas na mesma solução para se 
obter uma concentração de eritrócitos de aproximadamente de 0.05%, ou seja, a 
concentração foi ajustada para 5x108 células/mL. Alíquotas de 200 µL da suspensão 
de eritrócitos, que corresponde à 1x108 células, foram incubadas conjuntamente com 
200 µL da solução de tratamento. As soluções de tratamento foram compostas por 5 
µg/mL  das toxinas recombinantes LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A e do veneno de L. 
intermedia separadamente. As misturas resultantes foram incubadas a 37 ºC em 
B.O.D, sob agitação delicada e constante em “roda mecânica”. Após os tempos de 
tratamento desejados (0, 4, 8, 16 e 24 horas), as células foram observadas e 
fotografadas usando-se microscópio invertido Leica-DMIL (Wetzlar, Alemanha) 
acoplado a uma máquina digital Cybershot Sony 6.1 megapixels, como preconizado 
por Udden, 2005. 
 
Análise ultraestrutural dos eritrócitos 
 
O processamento dos eritrócitos para análise ultraestrutural foi executado 
como descrito por Chung e colaboradores (2007). Eritrócitos recém coletados foram 
lavados três vezes em Tampão Ringer-NaCl e ressuspensos para se obter uma 
concentração inicial de eritrócitos de aproximadamente de 0.05% ou 5x108 
células/mL. Duzentos microlitros dessa suspensão foram incubados em separados, 
com 200 µL da solução de tratamento, compostas por 5 µg/mL das toxinas 
recombinantes LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A e 5 µg/mL de veneno de L. intermedia 
por 0 e 8 horas a 37 ºC em B.O.D sob agitação delicada e constante em “roda 
mecânica”. O processamento das amostras consistiu na remoção do tampão, 
lavagem dos eritrócitos em solução de Ringer e fixação, por 60 minutos, com 
glutaraldeído 2% em solução de Ringer, à 4ºC sob agitação. Posteriormente, os 
eritrócitos foram novamente lavados e acomodados sobre lamínulas redondas e 
secos à temperatura ambiente. Em seguida, sofreram metalização em ouro e as 
lâminas foram observadas com Microscópio de Varredura JEOL J.S.M-6360 L.V. 
(Maryland, EUA). 
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Alteração do tamanho eritrocitário 
 
O tamanho celular foi avaliado por citometria de fluxo utilizando-se um 
instrumento FACS-CALIBUR, Becton Dickinson, (New Jersey, USA), segundo 
Shumilina et al., 2006. Para isso, sangue humano recém coletado foi lavado três 
vezes e ressuspenso em Tampão Ringer-NaCl para se obter uma concentração de 
eritrócitos de aproximadamente 1x106 células. Essa suspensão foi utilizada para a 
calibração do citometro de fluxo da seguinte forma, foi realizada a população normal 
dos eritrócitos e a padronização dos seus parâmetros normais. As amostras de 
eritrócitos consistiam em 1x106 células incubadas com 25 µg/mL de toxinas 
recombinantes LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A e 25 µg/mL de veneno de L. intermedia. 
As misturas resultantes ficaram incubadas a 37ºC em B.O.D sob agitação delicada e 
constante em “roda mecânica”. Após o tempo de incubação desejado, 24 horas, as 
amostras foram analisadas (100.000 eventos) em função do tamanho das células 
(FSC). A análise estatística dos resultados e a confecção dos histogramas 
sobrepostos foram realizados utilizando-se o programa CellQuest. 
 
Preparo das membranas “ghosts” dos eritrócitos 
 
As membranas “ghost” dos eritrócitos foram obtidas como descritas no Item 
2, onde os eritrócitos humanos recém coletados e após serem foram lavados 
repetidamente foram ressuspensos em solução hipotônica (NaH2PO4 “0,07g” e 
Na2HPO4 “0.64g” cerca de 5 mM por litro, PMSF 2mm, e pH 8,0). Esse lisado de 
RBCs foi então centrifugados (20,000g por 20 min à 4°C), procedimento repetido até 
se observar a precipitação de membranas esbranquiçadas, os “ghosts” de 
eritrócitos, obtidas pela lise das células e extravasamento do seu conteúdo interno 
(livre de hemoglobina). A determinação da concentração protéica foi realizada 
utilizando-se o método de Bradford, como descrito anteriormente. 
 
Avaliação do Influxo de Cálcio 
 
Os eritrócitos humanos (1x108 células/ml) foram preparadas em solução de 
Ringer (122,5 mM NaCl, 5,4 mM KCl, 0,8 mm MgCl2, 10 mM HEPES, 11mM glicose, 
1mM NaH2PO4, pH 7,4, 300mOsm/kg H2O), contendo CaCl2 2,5 mM e realizada de 
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acordo como descrito no Item 2. Primeiramente, os eritrócitos foram incubados com 
Fluo-4 AM (5µm) em tampão contendo PLURONIC F-127 (0,01%) por 30 min a 
37°C. Esta sonda fluorescente tem uma alta afinidad e de ligação com Ca2+ (Kd = 345 
nM) e um aumento de intensidade muito grande de fluorescência em resposta a 
ligação com Ca2+ (> 100 vezes). Posteriormente, as células foram lavadas duas 
vezes com a Solução de Ringer e equilibradas para a de-esterificação por 30 min à 
temperatura ambiente. As células foram incubadas com 25 µg/ml de fosfolipase-D 
recombinante (LiRecDT1) e 25 µg/ml de fosfolipase-D mutada (LiRecDT1 H12A) por 
5, 15, 30, 45, 60 e 120 min. Além disso, 1µM do ionóforo A23187 foi utilizado como 
controle positivo. Após a reação, as células foram transferidas para uma placa de 96 
poços em uma densidade de 1x106 células por poço em um volume total de 100 µl. 
A fluorescência resultante foi mensurada em fluorímetro Tecan Infinit M200 (Tecan, 
Suíça), utilizando um comprimento de onda de excitação de 485 nm e de emissão 
em 535nm. Além disso, eritrócitos humanos marcados com Fluo-4 foram 
sedimentados sobre lamínulas revestidas com poli-L-lisina, e imagens da entrada de 
cálcio foram realizadas usando o microscópio de fluorescência invertido (Carl Zeiss, 
Alemanha). Imagens individuais foram obtidas usando lente de 63X em óleo de 
imersão para o contraste diferencial de interface (DIC) e intensidade de 
fluorescência com câmera monocromática (AxioCam GRH, Carl Zeiss). Finalmente, 
o programa AxioVision foi utilizado para processamento das imagem e das medidas 
morfométricas no formato de imagem Zeiss (ZVI). 
 
Análise da ligação da LiRecDT1-GFP 
 
A análise da ligação da toxina LiRecDT1-GFP foi também observada por 
citometria de fluxo, em que os eritrócitos lavados (5x106 células) foram incubados 
com 25 µg/mL de toxina recombinante fluorescente (24 horas, 37 °C) num volume 
total de 400 µL de Ringer. As amostras foram diluídas em 1 mL de Ringer e então 
processadas. A presença de fluorescência (canal FL1-H), autofluorescência (células 
e tampão) e a possível ligação inespecífica da GFP (tratamento apenas com GFP) 
foram avaliadas. Finalmente, foram montadas laminas e observadas em Microscópio 
Confocal como descrito no item 1. 
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Ensaios de imunofluorescência 
 
Este ensaio teve como intuito verificar a ligação do veneno ou das toxinas 
recombinantes na membrana externa do eritrócito e se existe algum padrão 
característico de ligação na superfície da célula. Para isso, procedeu-se como Kalfa 
e colaboradores (2006) e Vojtová e colaboradores (2006), porém com algumas 
modificações como o descrito abaixo. Inicialmente, os eritrócitos lavados foram 
incubados por ½, 2, 4, 8, 16 e 24 horas na B.O.D a 37 ºC, sob agitação, com 25 
µg/mL das toxinas recombinantes LiRecDT1 e LiRecDT1 H12A e com 25 µg/mL de 
veneno de L. intermedia. Posteriormente à incubação, as amostras foram lavadas 
com PBS (KCl 2.7 mM, KH2PO4 1.8 mM, NaCl 137 mM, Na2HPO4 10 mM, pH 7.2, 
304 mOsm\kg H2O) e fixadas com Glutaraldeído 0,1% (EMS, Washington, EUA) em 
PBS por 10 minutos à 4ºC em suspensão e em movimento. Após a fixação, os 
radicais aldeídicos foram bloqueados com Glicina 0,1 M, 2% SFB e 1 mg/ml de BSA 
em PBS por 60 minutos. Essas amostras foram, então, lavadas com PBS acrescido 
de 1 mg/ml de BSA. 
Para detecção do veneno de L. intermedia, assim como de cada uma das 
toxinas recombinantes, foram utilizados anticorpos policlonais obtidos de coelhos, 
hiperimunizados com 10 µg/ml de veneno bruto de L. intermedia ou com 10 µg/ml da 
toxina recombinante LiRecDT1, produzida pelo Laboratório de Matriz Extracelular e 
Biotecnologia de venenos - UFPR (Luciano et al., 2004). Como anticorpo 
secundário, se empregou um anti-IgG de coelho conjugado com FITC na diluição de 
1:250. Foram incubados com os eritrócitos, anti-veneno (α-Vn) e anti-LiRecDT1 (α-
DT1) diluídos em PBS/BSA, por 2 horas em temperatura ambiente e sob 
homogeneização. Posteriormente, as amostras foram lavadas novamente com 
tampão PBS/BSA e, então, incubadas com anticorpo secundário anti-coelho (α-IgG 
de coelho) conjugado com FITC por 60 minutos, no escuro. As amostras foram 
lavadas novamente com PBS e 100 µL de cada amostra foi acomodada em contato 
(gota espessa) com as lâminas. Por precaução, foram utilizadas lâminas brancas 
(GLASS TÉCNICA) que não apresentam autofluorescência e previamente 
processadas com 200 µL de poli-L-lisina (50 µg/mL) por 1 hora. A utilização da poli-
L-lisina se faz necessária devido à baixa aderência dos eritrócitos ao vidro (células 
de ancoragem independente) e que, por interações eletrostáticas, se ligam à poli-L-
lisina, fixando-se na lâmina. 
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Em seguida foram mergulhadas rapidamente em PBS para retirada dos 
eritrócitos livres. Para finalizar, as lâminas foram montadas com 50 µL de Fluormont 
G (2:1 em PBS), vedadas com esmalte isento de formol e observadas em 
microscópio confocal Radiance 2100 (BioRad), acoplado a um microscópio de 
fluorescência (NIKON ECLIPSE 800). Como controle das reações, se empregou 
eritrócitos sem tratamento e sem anticorpos.  Da mesma forma, foi realizado controle 
de eritrócitos não tratados com as proteínas, mas expostos aos anticorpos primários 
e secundários para verificar a especificidade dos anticorpos. Empregou-se também, 
os eritrócitos com a omissão dos anticorpos primários.  
A quantificação desta ligação foi realizada adicionalmente por citometria de 
fluxo utilizando o mesmo procedimento de imunomarcação descrito para 
microscopia confocal, porém com as células em suspensão. 
 
 
Ensaio para a marcação de microdomínios lipídicos 
 
 Neste ensaio foi utilizado o sistema Vybrant Lipid Raft Labeling Kits 
(Invitrogen, USA), o qual se baseia na alta afinidade da subunidade-B da toxina do 
cólera (CT-B) por Monossialogangliosídeo (GM1), que também está presente em 
grande quantidade nos microdomínios lipídicos.  
Desse modo, eritrócitos recém coletados foram lavados e 1x108 células 
ressuspensas em 2 mL de solução Ringer contendo 2 µL de uma solução 1mg/mL 
de “CT-B” conjugado com Alexa Flúor 594. A mistura foi incubada por 10 minutos à 
4°C. Em seguida, as células foram lavadas delicadam ente com tampão Ringer. 
Posteriormente, foi realizada a ligação cruzada com os microdomínios marcados 
com CT-B, utilizando o anticorpo anti-CT-B, na diluição 1:1000 (2 µL de anticorpo “1 
mg/mL” em 2mL), e incubando-se por 15 minutos à 4°C .  
Após o período de incubação, as amostras foram centrifugadas e lavadas 
com solução de Ringer, e os eritrócitos fixados com glutaraldeído 0,1% e 
bloqueados como descrito anteriormente. Finalmente, foram montadas as lâminas 
para visualização dos eritrócitos marcados. 
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Análise da exposição de fosfatidilserina 
 
Este ensaio foi realizado conforme descrito por Amarantes-Mendes (1998) 
em que os eritrócitos recém-coletados e lavados 1x108 células. Cem microlitros da 
amostra foram incubados com 25 µg/mL das toxinas recombinantes LiRecDT1 e 
LiRecDT1 H12A assim como com 25 µg/mL de veneno de L. intermedia por 4 horas. 
Após incubação foram lavados e ressuspensos em tampão de ligação para anexina 
(10 mM HEPES, 140 mM NaCl, 2,5 mM CaCl2, pH 7.4) e adicionados 5 µl de 
anexina V marcada com fluoresceína (FITC) (Invitrogen – USA) por 30 minutos, 
protegido da luz, em temperatura ambiente. Essas amostras devem ser mantidas 
protegidas da luz em temperatura ambiente. Em seguida, foram acrescentados 400 
µL de tampão de ligação, misturando-se gentilmente, mantidos sobre gelo até o 
momento da leitura. 
 
Análise estatística 
 
As análises estatísticas foram realizadas utilizando análise de variância 
(ANOVA) sendo as médias comparadas “método Paramétrico Tukey”, através dos 
programas GraphPad Instant e Prisma (versão 3.0 / Windows 2000). Os valores ± 
erro padrão da média (EPM) foram utilizados (*P≤ 0,05, **P≤ 0,01, ***P ≤ 0,001) de 
acordo com o desenho experimental. 
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D.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
Envolvimento do ácido lisofosfatídico na hemólise induzida pela toxina 
LiRecDT1. 
 
O eritrócito humano maduro é uma célula bastante simples, ótimo modelo 
para o estudo dos componentes da membrana plasmática e desempenha uma 
importante função biológica. A perda do núcleo impede o eritrócito de sintetizar 
novas proteínas em resposta a estímulos extracelulares, e a falta de um retículo 
endoplasmático impede o eritrócito de exercer armazenamento intracelular de Ca+2. 
A ausência de mitocôndrias impede a célula de envolver-se em vias de apoptose, e 
a perda do Golgi e organelas relacionadas com o tráfico de vesículas impede 
qualquer remodelação da membrana. Como conseqüência, o eritrócito adquiriu uma 
reputação imerecida, possivelmente, como um recipiente biologicamente inativo para 
a hemoglobina sem funções importantes fora da arena de transporte de gás. 
Curiosamente, essa reputação tem sobrevivido apesar das evidências abundantes 
de que essa célula é repleta de componentes de sinalização, tais como proteínas G, 
canais iônicos, fosfolipases, adenilato e guanilato ciclase, fosfatases, calmodulina e 
enzimas ativadas por Ca+2 e proteínas quinases. O ácido lisofosfatídico (LPA - 
Lysophosphatidic acid) é um derivado da lisofosfatidilcolina que atua como um 
potente sinalizador molecular. Curiosamente, o impacto da LPA em eritrócitos, as 
células que constituem aproximadamente 99% da massa de células do sangue, é 
muito pouco estudado. O objetivo deste trabalho é, portanto, avaliar se a destruição 
dos eritrócitos humanos pelas toxinas do veneno de aranha marrom é através da 
produção de LPA e/ou pela ativação de seus receptores. Os dados abaixo 
demonstram que algumas concentrações de LPA (Gráfico 15) são capazes de 
promover a morte e rupturas dos eritrócitos humanos, a maior concentração testada 
500 µM foi capaz de lisar 100% das células. Como descrito nos materiais e métodos, 
suspensão de eritrócitos humanos lavados (1x108 células), na ausência de soro, 
foram incubadas com concentrações crescentes (0 à 500 µM) de LPA, por 24 horas 
a 37°C. O experimento foi realizado em tampão Tris/ Sucrose e a atividade 
hemolítica direta foi observada através da medida da hemoglobina liberada, obtida 
550 nm. Os resultados do efeito hemolítico foram expressos em porcentagem, 
comparando os valores das amostras com o do controle positivo, contendo Triton 
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0,1%, para o qual atribuiu-se 100% hemólise. Para assegurar que as condições de 
ensaio estavam adequadas e nenhum outro fator experimental estaria interferindo no 
efeito hemolítico observado foi realizado, em todos os experimentos um controle 
negativo onde não deveria ser observada hemólise (eritrócitos incubados somente 
com tampão). 
 
 
 
 
Gráfico 15: Atividade hemolítica do ácido lisofosfatídico. O efeito hemolítico do LPA foi 
determinado após 24 h e nas concentrações indicadas. O experimento foi realizado 
em pentaplicata e os pontos representam a média ± SEM, expressos em 
porcentagem. A significância é definida como *P ≤ 0,05.  
 
 
Já foi mostrado na literatura (Yang, Andrews et al., 2000), que o LPA, um 
segundo mensageiro lipídico solúvel em água, induz o influxo de Ca2+ em eritrócitos 
humanos. Diversas evidências argumentam que a captação de Ca2+ é mediada por 
uma estrutura bem definida desse íon pelo seu canal ao invés de um vazamento 
inespecífico. Isso corrobora os nossos dados (B – Item 2) em que foi mostrado que 
tanto o veneno de L. intermedia quantos as fosfolipases-D recombinantes são 
capazes de promover o influxo de cálcio. Em segundo lugar, o canal de cálcio do 
Tipo-L foi inibido e aboliu-se a entrada de cálcio descartando dessa forma um 
vazamento inespecífico através da membrana. O influxo de Ca2+ pode induzir a 
111 
 
desidratação dos eritrócitos, externalização de fosfatidilserina, mudanças na 
estrutura da membrana plasmática e conseqüente morte e ruptura dessas células 
(Foller et al., 2008). 
Por outro lado, uma segunda possibilidade do mecanismo desencadeado 
pela fosfolipase-D do veneno da aranha marrom, seria através da ativação dos 
receptores de LPA. Há evidências da presença de pelo menos seis receptores de 
superfície de alta afinidade por LPA (LPA1, LPA2, LPA3, LPA4, LPA5 e LPA6), 
descritos em mamíferos, e associados à proteína G (G protein–coupled receptors 
“GPCRs”). Muitos efeitos do LPA se devem ao acoplamento dos seus receptores às 
proteínas G que, por sua vez, regulam a atividade de outros mensageiros 
intracelulares (Choi, Herr et al., 2010; Chun, Hla et al., 2010).  
Para avaliar a participação dos receptores do LPA no efeito hemolítico do 
veneno de L. intermedia sobre eritrócitos humanos foram realizados experimentos 
que avaliaram a capacidade de inibição de hemólise “in vitro”, utilizando um 
antagonista especifico dos receptores PLA1/LPA3 (VPC 32183). Os resultados deste 
experimento (Gráfico 16) mostram que existiu inibição muito semelhantes tanto para 
o LPA quanto para a LiRecDT1. A incubação prévia dos eritrócitos com 10 µM de 
antagonista VPC 32183 por 60 min a 37 °C inibiu 70%  do efeito desencadeado por 
500 µM de LPA e 50% do efeito de desencadeado por 25 µg/mL da toxina 
recombinante LiRecDT1.  
Estes resultados mostram que o veneno de L. intermedia e a fosfolipase-D 
recombinante possuem atividade hemolítica direta sobre eritrócitos humanos e que 
nas condições experimentais utilizadas ocorre participação do LPA e dos seus 
receptores LPA1/LPA3 no processo de lise celular. Assim, o LPA gerado pela 
LiRecDT1 se liga a um receptor acoplado à proteína G, que ativa uma fosfolipase C 
que, por sua vez gera diacilglicerol e 1,4,5 inositoltrifosfato. Estes segundos 
mensageiros são, então, capazes de ativar a proteína quinase C e promover a 
entrada de Ca2+ na célula. Embora o influxo de Ca2+ possa ser deflagrado 
diretamente pelo LPA a ativação da quinase C parece estar também implicada nas 
células vermelhas. Além disso, o efeito hemolítico não foi inibido completamente, o 
que abre a possibilidade da participação de outras moléculas efetoras geradas pelas 
fosfolipases-D do veneno de L. intermedia e que serão discutidas abaixo. 
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Gráfico 16: Inibição da atividade hemolítica pelo antagonista do receptor LPA1/LPA3. O 
efeito inibitório do antagonista do receptor LPA1/LPA3 (VPC 32183) * foi 
determinado após 1h de incubação dos eritrócitos com 10µM de VPC, seguido da 
incubação com 25µg/mL de toxina ou 500µM de LPA. O experimento foi realizado 
em pentaplicata e os pontos representam a média ± SEM, expressos em 
porcentagem. A significância é definida como ***P ≤ 0,001.  
 
*VPC 32183 = (S) phosphoric acid mono 2octadec9enoylamino3 [4(pyridin2ylmethoxy) phenyl] 
propylester amonium salt. 
 
 
 
Envolvimento de componentes da membrana eritrocitária na hemólise induzida 
pela fosfolipase-D do veneno de L. intermedia. 
 
Os “Lipid raft” são regiões com distinta composição e característica estrutural 
e que parecem agir como plataformas para colocalizar proteínas envolvidas em vias 
de sinalização intracelular. A organização das membranas em microdomínios está 
longe de ser aleatórea, os fosfolipidios podem realmente ser altamente organizados 
dentro de diferentes partes da membrana, e esta organização pode influenciar o 
modo que as proteínas da membrana são distribuídas. Esses “rafts” são 
especialmente ricos em esfingolipídios e colesterol, e as cadeias laterais dos 
fosfolipídios presentes geralmente são altamente enriquecidas em ácidos graxos 
saturados em comparação com as regiões vizinhas “nonraft” da membrana. Como 
resultado da presença de colesterol e ácidos graxos saturados, os lipid rafts são 
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mais ordenados e menos fluidos do que a membrana que os envolve. Muitas 
proteínas citoplasmáticas que são covalentemente modificadas por ácidos graxos 
saturados (palmitoyl ou myristoyl) e proteínas de superfície celular que estão ligados 
através de uma âncora de glicosil fosfatidilinositol são altamente concentradas 
dentro dessas regiões ordenadas. Muitas proteínas envolvidas na transdução de 
sinal, como quinases da família Src, proteínas G, receptores de fatores de 
crescimento, MAPK e proteína quinase C são encontrados predominantemente 
nessas regiões lipídicas, que parecem agir como plataformas de sinalização, 
trazendo junto (ou seja, colocalizando) vários componentes de sinalização, e assim 
facilitando sua interação (Calder e Yaqoob, 2007). 
Nos eritrócitos os “lipid rafts” estão sendo associados à morte celular, 
reconhecimento e invasão por microorganismos. Nos eritrócitos foi mostrada uma 
grande concentração de uma proteína heterotrimérica de ligação à guanina (proteína 
Gsα) implicada em várias cascatas de sinalização nessas células  (Kamata, Manno 
et al., 2008; Koshino e Takakuwa, 2009). 
Aqui nessa tese, procurou-se avaliar o envolvimento dessas regiões 
ordenadas no efeito hemolítico desencadeado pelo veneno de L. intermedia. Nossos 
resultados anteriores mostraram evidências que tanto o veneno bruto quanto a 
fosfolipase-D recombinante LiRecDT1 são capazes de se ligarem a esfingomielina e 
colesterol eficientemente (Chaim et al., 2011) e ambos também conseguem 
promover a agregação desses lipid rafts (Chaves-Moreira et al., 2009). Abaixo foi 
utilizado outro método para avaliar a participação dessas regiões na hemólise 
induzida pela LiRecDT1. Promoveu-se então a depleção do colesterol para 
interromper a organização estrutural da membrana eritrocitária. Para tanto, como 
descrito nos materiais e métodos, uma suspensão de eritrócitos humanos lavados 
(1x108 células), na ausência de soro, foram incubadas com concentrações (0, 2,5 
mM, 5 mM, 7,5 mM e 10 mM) de metil-β-ciclodextrina (MβCD), por 60 minutos a 
37°C (Kilsdonk, Yancey  et al., 1995; Yancey, Rodrigueza et al., 1996). Após esse 
período os eritrócitos foram lavados e incubados com 25 µg/mL da toxina 
recombinante LiRecDT1 por 24 horas. Como está ilustrado abaixo (Gráfico 17), a 
depleção e desorganização dos lipid rafts promoveram 10 % de inibição da hemólise 
deflagrada pela LiRecDT1. Esses dados foram reforçados por outro dado obtido. 
Quando se incubou com diversas concentrações de nistatina (25 µg/mL, 50 µg/mL, 
75 µg/mL e 100 µg/mL) os eritrócitos por 30 minutos à 37 °C, seguida da incubação 
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com 25 µg/mL da toxina recombinante LiRecDT1 por 24 horas observou-se 
novamente inibição da hemólise (Gráfico 18). A nistatina se liga fortemente ao 
colesterol, mas sem extraí-lo e promove a desorganização significativa dos rafts 
(Smith, Sanger et al., 2007).  Na sua presença, a hemólise é inibida em 20% nas 
concentrações acima de 50 µg/mL, reforçando a idéia da participação dos lipid rafts 
na hemólise deflagrada pela fosfolipase-D. Esses resultados fornecem também 
indicios de que ainda haja outras transduções de sinais nos eritrócitos danificados 
pela toxina recombinate LiRecDT1, já que essa inibição não foi completa. 
 
 
 
 
Gráfico 17: Inibição da atividade hemolítica pelo tratamento dos eritrócitos com metil-β-
ciclodextrina (MβCD). O efeito inibitório da extração de colesterol pela (MβCD) foi 
determinado após 1h de incubação dos eritrócitos com 0, 2.5mM, 5mM, 7.5mM e 
10mM à 37 °C, seguido da incubação com 25µg/mL de t oxina LiRecDT1. O 
experimento foi realizado em pentaplicata e os pontos representam a média ± SEM, 
expressos em porcentagem. A significância é definida como *P ≤ 0,05; **P ≤ 0,01; 
***P ≤ 0, 001. 
 
 
 
Os eritrócitos humanos possuem uma carga superficial líquida negativa, e a 
maior parte desse encargo é devido ao ácido siálico ionizado (Durocher, Payne et al., 
1975). O papel do ácido siálico não é claro, mas está localizado no exterior de 
algumas glicoproteínas (glicoforinas), os antígenos MN e serve como sítios 
receptores para patógenos. Essa carga negativa sobre os eritrócitos pode também 
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interagir com as cadeias laterais dos animoácidos positivos encontrados na superfície 
das fosfolipases-D do veneno da L. intermedia. Esse poderia ser um possível sítio de 
reconhecimento da célula pela toxina. Para testar essa hipótese foi feito o tratamento 
destes eritrócitos com sialidase (neuraminidase), que libera mais de 95% do ácido 
siálico da superfície (Gattegno, Bladier et al., 1974; Aminoff, Bruegge et al., 1977). A 
neuraminidase especificamente cliva as ligações glicosídicas entre o ácido siálico e 
mucopolissacarídeos. Esta enzima reduz drasticamente a carga negativa da 
superfície dos eritrócitos humanos. Porém não altera a composição protéica ou 
fosfolipídica da membrana, como pode ser visualizado na figura 29.  
 
 
 
 
 
Gráfico 18: Inibição da atividade hemolítica pelo tratamento dos eritrócitos com nistatina. 
O efeito inibitório do impedimento estérico de colesterol pela nistatina foi 
determinado após 30 minutos de incubação dos eritrócitos com 0, 25µg/mL, 
50µg/mL, 75µg/mL e 100µg/mL à 37 °C, seguido da inc ubação com 25µg/mL de 
toxina LiRecDT1. O experimento foi realizado em pentaplicata e os pontos 
representam a média ± SEM, expressos em porcentagem. A significância é definida 
como *P ≤ 0,05; **P ≤ 0,01; ***P ≤ 0, 001. 
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Figura 29: Perfil protéico da membrana eritrocitária humana. (1) Eritrócito humano normal. 
(2) Eritrócitos tratados com 25 mU/ml de Neuroaminidase de Arthrobacter ureafaceis 
por 30minutos à 37°C.  (A) SDS-PAGE da membrana eritrocitária corado por Azul de 
Coomasie, perfil normal. (B) Lectinblot revelado a pós a incubação da figura A com 
MAA (Aglutinina de Maackia amurensis), que reconhece especificamente ácido 
siálico ligado α(2-3) a galactose, flechas indicam glicoforina A, glicoforina B e 
glicoforina C. (C) Imunoblot revelado após a incubação da figura A com 25µg/mL de 
toxina LiRecDT1, seguida de lavagem e posterior incubação com anticorpo policlonal 
contra a toxina LiRecDT1, flechas indicam possíveis sítios de reconhecimento. 
 
 
 
 
Assim foi verificado que o tratamento dos eritrócitos humanos com 25 mU/ml 
de Neuroaminidase de Arthrobacter ureafaceis por 30 minutos à 37°C remove quase 
completamente os ácidos siálicos da membrana eritrocitária. Para nos certificarmos 
de que o tratamento realmente havia retirado os resíduos de ácido siálico da 
superfície dos eritrócitos realizou-se um Lectin-Blot, para isso foi utilizado o DIG 
Glycan Differentiation Kit (Roche, Germany). 
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Após a SDS-PAGE do ghost de eritrócitos, gel foram transferidos para 
membranas de nitrocelulose, apoiado por papéis de filtro e as almofadas de cada 
lado. O Blotting foi realizado à 100 V, 350 mA por 2 h com Trans-Blot Transferência 
eletroforética (Bio-Rad). As membranas foram coradas com Ponceau-S 0,1% 
(Sigma). A fim de determinar glicoconjugados da superfície celular dos eritrócitos, as 
membranas foram incubadas com MAA (Aglutinina de Maackia amurensis), de 
acordo com as instruções do fabricante. Resumidamente, as membranas foram 
bloqueadas com 10% (w/v) tampão de bloqueio (Roche Applied Science) em TBS 
0,5% Tween 20, pH 7,5 por 30 min à temperatura ambiente e lavados com TBS (pH 
7,5) e buffer 1 para 10 min cada etapa. A lectina MAA foi diluída em tampão 1 
(1:200). Posteriormente, as membranas foram incubadas com a lectina por 60 
minutos em temperatura ambiente, lavados três vezes com TBS por 10 min, e em 
seguida incubadas com 1 ml de anti-digoxigenina-AP, em TBS por 60 minutos. Após 
a lavagem com TBS, a fim de determinar as bandas com ácido siálico ligada à 
lectinas, as membranas foram reveladas com 20 ml de reagente BCIP/NBT (Roche 
Applied Science) em tampão 2 até que as bandas se tornam visíveis como itrustrano 
na figura 29, e a reação foi interrompida com água ultra pura destilada. 
Procedeu-se então um ensaio de hemólise como descrito nos materiais e 
métodos, onde essencialmente esses eritrócitos tratados com sialidase foram 
expostos a LiRecDT1. O Gráfico 19 ilustra a inibição quase total da hemólise 
induzida pela toxina nos eritrócitos tratados com a neuraminidase quando 
comparada com os eritrócitos normais. Isso sugere que a superfície negativa ou a 
siaglicosilação das proteínas de membrana dos eritrócitos são fundamentais para a 
ação tóxica dessa fosfolipase-D.  
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Gráfico 19: Inibição da atividade hemolítica pela remoção dos ácidos siálicos da superfície 
dos eritrócitos. Os eritrócitos humanos foram tratados com 25 mU/ml de 
Neuroaminidase de Arthrobacter ureafaceis por 30 minutos à 37°C. Após isso, foram 
lavados e incubados com 25µg/mL de toxina LiRecDT1 por 12 horas à 37 °C. O 
experimento foi realizado em pentaplicata e os pontos representam a média ± SEM, 
expressos em porcentagem. A significância é definida como ***P ≤ 0, 001. 
 
 
 
 
 
 
 
Após isso, para comprovar que a atividade catalítica da LiRecDT1 estava 
sendo menor nas células sem ácido siálico, procedeu-se a obtenção do “ghost” 
eritrocitário uma vez que a hemoglobina interfere na leitura da fluorescência. 
Utilizou-se então o “ghost” tratado com sialidase e o “ghost” normal para realização 
da dosagem da atividade fosfolipásica-D através do método fluorimétrico do Amplex 
red. Nossos dados mostraram uma inibição de cerca 40% da atividade enzimática 
na membrana tratada com sialidase (Gráfico 20) em comparação à membrana 
normal. Isso é justificado pela falta dos ácidos siálicos na superfície dos eritrócitos 
que seriam um sitio de reconhecimento e ligação. Esse resultado corrobora os 
dados anteriores que indicam que a toxina LiRecDT1 necessita da carga negativa 
sobre as células para o reconhecimento ou também da função normal dessas 
proteínas sialoglicosiladas para desempenhar a sua ação tóxica já que a inibição 
não foi completa.  
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Gráfico 20: Redução da atividade enzimática da LiRecDT1 pela remoção dos ácidos 
siálicos da superfície dos “ghost” eritrociário. Os “ghost” dos eritrócitos 
(normais e tratados com a sialidase) foram obtidos de aproximadamente 5x108 
células/ml. Os eritrócitos humanos foram lisados e lavados em solução 
hipoosmótica (NaH2PO4 5 mM, PMSF 2 mM e pH 8,0), para retirada da 
hemoglobina. As células lisadas foram coletadas por centrifugação (12.000xg, 10 
min, 4°C), este procedimento foi repetido por vária s vezes. As membranas obtidas 
(100µg) foram utilizados como substrato para a LiRecDT1 (50µg) em um volume 
total final de 100 µL por 1 hora a 37 °C e misturad a levemente utilizando um 
shaker rotacional em BOD. Às amostras foi então adicionada uma mistura de 
reação 100 µL de acordo com o Kit do Amplex red (Molecular Probes) contendo 
colina oxidase (4U), fosfatase alcalina (80U), peroxidase (20U), e reagente Amplex 
Red (100 mM), excluindo substrato esfingomielina. Após a incubação em banho-
maria por 1 hora a 37 ° C, o desenvolvimento de flu orescência foi medido em um 
fluorímetro Tecan M200 (Tecan, Männedorf, Suíça), utilizando excitação em 540 
nm com detecção de emissão a 570 nm. O experimento foi realizado em 
pentaplicata e os pontos representam a média ± SEM, expressos em 
porcentagem. A significância é definida como ***P ≤ 0, 001. 
 
 
 
 
Outra justificativa para a não completa inibição da atividade enzimática seria 
a perda da glicosilação normal dos receptores GPCR, acoplados à proteina-G 
inativando-os. Como explicado anteriormente, esses receptores são assim chamados 
por causa de sua regulação de um complexo heterotrimerico intracelular composto 
pelas subunidades Gα, Gβ e Gγ. A ligação do mensageiro (LPA, S1P ou C1P) ao 
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receptor estimula a Gα, a qual encontra-se no ápice de numerosas cascatas de 
sinalização. Os GPCRs constituem a maior família de proteínas integrais da 
membrana, possuem sete domínios ou hélices transmembrana, sendo as porções 
extracelulares muito glicosiladas (Murakami, Ito et al., 2011).  Para testar essa 
hipótese, os mesmo eritrócitos normais e tratados com a sialidase, foram incubados 
diretamente com um dos possíveis metabólitos (500 µM de LPA). O resultado obtido 
reforçou a hipótese de que assim como a membrana havia perdido os resíduos de 
ácido siálico, algumas proteínas e receptores, como por exemplo, os receptores os 
LPA1-6 (receptores do tipo GPCR), teriam perdido sua glicosilação normal e tornado-
se inativo uma vez que houve cerca de 30% de inibição após a exposição ao 
metabólito (Gráfico 21).  
 
 
 
 
 
 
Gráfico 21: Inativação dos receptores GPCR pela remoção dos ácidos siálicos da 
superfície dos eritrócitos. Os eritrócitos humanos foram tratados com 25 mU/ml 
de Neuroaminidase de Arthrobacter ureafaceis por 30 minutos à 37°C. Após isso, 
foram lavados e incubados com 25µg/mL de toxina LiRecDT1 ou com 500µM de 
LPA por 12 horas à 37 °C. O experimento foi realiza do em pentaplicata e os 
pontos representam a média ± SEM, expressos em porcentagem. A significância é 
definida como ***P ≤ 0, 001. 
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Participação da fosfolipase A2 e da ciclooxigenase na hemólise induzida pela 
toxina LiRecDT1. 
 
O principal componente do veneno das aranhas do gênero Loxosceles é a 
enzima com alta atividade de esfingomielinase-D, que rapidamente hidrolisa 
esfingomielina em ceramida-1-fosfato (C1P). A patologia deflagrada no local da 
picada consiste em uma intensa resposta inflamatória, acredita-se que mediada por 
ácido araquidônico (AA) e prostaglandinas (PGE2). Assim, a produção de C1P pela 
ação da LiRecDT1 poderia ser correlacionada com ativação da fosfolipase A2. 
Recentemente a C1P foi descoberta como um novo membro do grupo crescente de 
esfingolipídios bioativos, que incluem ceramida, esfingosina e esfingosina-1-fosfato. 
A C1P é capaz de ligar-se diretamente a PLA2 e parece ser um forte indutor da 
mesma, promovendo dessa forma a sua ativação “in vitro” e em células. Estudos 
mostraram que a C1P especificamente interage e ativa a PLA2 de forma cálcio-
dependente em mecanismo que requer a translocação do domínio C2 N-terminal da 
PLA2, para a indução da liberação de AA e síntese de eicosanóides (Pettus, 
Bielawska et al., 2004; Pettus, Chalfant et al., 2004; Pettus, Kitatani et al., 2005; 
Lamour, Subramanian et al., 2009). Além disso, existem vários indícios que os 
metábolitos da esfingomielina (ceramida, ceramida-1-fosfato, esfingosina e 
esfingosina-1-fosfato), possam ser rapidamente interconvertidos intracelularmente 
por enzimas citoplasmáticas, como a ceramidase, quinases e fosfatases (Chalfant e 
Spiegel, 2005; Lamour e Chalfant, 2005; Gomez-Munoz, 2006; Boath, Graf et al., 
2008; Arana, Gangoiti et al., 2010; Christie e Han, 2010; Bornancin, 2011; Gangoiti, 
Arana et al., 2011). Dados obtidos anteriormente nos instigaram a avaliar a 
participação dos eicosanóides no processo hemolítico induzido pela LiRecDT1, uma 
vez que sabe-se que  a prostaglandina desencadeia morte celular e influxo de cálcio. 
Utilizou-se para confirmar essa hipótese um inibidor da PLA2 (p-BpB) BpB (Erman, 
Azuri et al., 1983; Ouyang e Kaminski, 1999) e dois inibidores da ciclooxigenase 
(ácido acetilsalicílico e diclofenaco) (Lang, Lang et al., 2005; Lang, Kempe, Myssina 
et al., 2005). Dessa forma, incubou-se uma suspensão de eritrócitos com 
concentrações crescente desses inibidores (0, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75 e 1 mM) em 
tampão Tris-sucrose por uma hora à 37°C (Ver materi al e métodos). Após isso, as 
células foram lavadas e incubadas com 25 µg/ml de LiRecDT1 por 24 horas. Abaixo 
se visualiza a participação da PLA2 e da COX na hemólise induzida pela toxina 
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recombinante. O Gráfico 22 mostra, que houve uma inibição dose dependente em 
função do aumento da concentração tanto do p-BpB - inibidor da PLA2, quanto do 
ácido acetilsalicílico (AAS) e do diclofenaco - inibidores da COX. Mostrou-se que na 
maior concentração (1 mM) dos três compostos inibiu-se quase 50% da hemólise 
induzida pela LiRecDT1. Esses dados evidenciam que a fosfolipase-D pode estar 
induzindo a morte dos eritrócitos humanos através da ativação da produção dos 
eicosanóides, tanto pela produção de C1P que induz a ativação direta da PLA2 que 
conseqüentemente libera AA para a produção de prostaglandinas e leucotrienos 
(moléculas efetoras) ou também pela interconversão da C1P à S1P pela 
ceramidase, que pode ativar diretamente a COX-2 e gerar também prostaglandinas 
e leucotrienos. 
 
 
 
 
 
 
Gráfico 22: Envolvimento da Fosfolipase A2 e da Ciclooxigenase na hemólise induzida pela 
LiRecDT1. Os eritrócitos humanos foram tratados com 0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 e 1 mM 
de p-bromofenacil brometo (p-BpB), acido acetilsalicílico (AAS) e diclofenaco de 
sódio por 60 minutos à 37°C. Após isso, foram lavados e i ncubados com 25µg/mL 
de toxina LiRecDT1 24 horas à 37 °C. O experimento foi realizado em pentaplicata e 
os pontos representam a média ± SEM, expressos em porcentagem. A significância 
é definida como ***P ≤ 0, 001. 
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Participação da fosfolipase-C na hemólise induzida pela toxina LiRecDT1. 
 
Como já foi mencionado anteriormente, os esfingolipídeos são componentes 
essenciais das membranas celulares, e muitos deles regulam funções celulares 
vitais. Em particular, os metabólitos da esfingomielina desempenham papel crucial 
nos processos de sinalização celular. Em especial, C1P e S1P podem agir como 
menssageiros intra e extracelulares (Hanel, Andreani et al., 2007), se ligando e 
ativando receptores específicos da membrana plasmática que são acoplados a 
proteínas Gi. A ativação da Gi promove a ativação da fosfolipase-C resultando na 
hidrólise do fosfatidilinositol (4,5) P2 e a produção de dois mensageiros 
intracelulares, inositol trifosfato (1,4,5) e diacilglicerol. Essas duas últimas moléculas 
agem como indutores de várias respostas celulares (Chalfant e Spiegel, 2005; 
Lamour e Chalfant, 2005; Gomez-Munoz, 2006; Boath, Graf et al., 2008; Arana, 
Gangoiti et al., 2010; Christie e Han, 2010; Bornancin, 2011; Gangoiti, Arana et al., 
2011). Algumas toxinas com atividade fosfolipásica induzem a hemólise dos 
eritrócitos através da ativação da fosfolipase-C endógena por meio da proteína Gi 
sensível a toxina pertussis (Ochi, Miyawaki et al., 2002; Ochi, Oda et al., 2003; Oda, 
Ikari et al., 2006; Oda, Matsuno et al., 2008; Oda, Takahashi et al., 2010). Com 
esses dados, levantou-se a hipótese de que as fosfolipases-D presentes no veneno 
de L. intermedia pudessem através da ativação do metabolismo da esfingomielina 
gerar C1P e S1P que extracelularmente podem ativar seus receptores acoplados a 
proteína Gi e ativar uma PLC endógena e deflagrar na morte e ruptura dos 
eritrócitos. Para analisar isso, foi incubado 1x108 células em Tampão Tris/Sucrose 
(Sucrose 250 mM, 10 mM Tris/HCl , pH 7.4, 280 mOsm\kg H2O) com várias 
concentrações (0, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75 e 1 mM) de inibidores de fosfolipase-C por 60 
minutos à 37°C. Utilizamos o U73122, que é um amino esteróide e usado como 
inibidor específico da fosfolipase-C, que recentemente tornou-se uma ferramenta 
importante para estabelecer a ligação entre a ativação da fosfolipase-C e a 
sinalização celular por Ca2+ (Mogami, Lloyd Mills et al., 1997). Para reforçar essa 
hipótese, incubamos com um segundo inibidor específico de PLC, a Neomicina, que 
é um aminoglicosídeo muito utilizado (Muto, Nagao et al., 1997). Após esse período 
de incubação os eritrócitos foram lavados em Tampão Tris/Sucrose e em seguida 
foram incubados com 25 µg/mL da toxina dermonecrótica recombinante LiRecDT1 
por 24 horas à 37°C.  
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No gráfico 23 podemos avaliar a curva crescente de concentrações desses 
inibidores e seu efeito inibitório sobre a hemólise induzida pela LiRecDT1. A inibição 
da PLC endógena promoveu uma curva de inibição da hemólise bastante acentuada 
que iniciou com 10% na menor concentração 100µM até atingir 70% de inibição na 
maior concentração testada 1 mM. Esses dados reforçam a idéia da participação de 
uma PLC endógena na morte e ruptura dos eritrócitos deflagrados pela LiRecDT1. 
Além disso, uma justificativa adicional que apóia este hipótese é a conhecida 
mobilização de cálcio através de canais de cálcio dependente de voltagem do Tipo-L 
ou T que é induzida pela PLC endógena ativada (Unno et al., 2003). Como foi 
mostrado no Item 1, a toxina recombinante LiRecDT1 promove o influxo de cálcio 
através do canal do tipo-L que acarreta na hemólise das células. Provavelmente a 
PLD da aranha marrom, através dos metabólitos gerados esteja ativando essa PLC 
endógena que amplifica a cascata de sinalização para morte dessas células.  
 
 
  
 
 
 
Gráfico 23: Participação da Fosfolipase C endógena na hemólise induzida pela LiRecDT1. 
Os eritrócitos humanos foram tratados com 0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 e 1 mM 
Neomicina e U-73122 por 60 minutos à 37°C. Após iss o, foram lavados e incubados 
com 25µg/mL de toxina LiRecDT1 24 horas à 37 °C. O experimento foi realizado em 
pentaplicata e os pontos representam a média ± SEM, expressos em porcentagem. 
A significância é definida como ***P ≤ 0, 001. 
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Participação da fosfatase fosfato lipídico na hemólise induzida pela toxina 
LiRecDT1. 
 
Continuando a investigação do mecanismo pelo qual a fosfolipase-D induz a 
morte e ruptura dos eritrócitos, outro gatilho chave no metabolismo dos 
esfingolipídios na transdução de sinal e sobrevivência é a presença de fosfatases 
fosfato lipídico (PPLs). As LPPs hidrolisam uma variedade de fosfomonoésters 
lipídicos, que incluem LPA, PA, S1P e C1P com atividades muito semelhantes 
(Sigal, Mcdermott et al., 2005; Eyster, 2007a; b). As fosfatases fosfato lipídico (PPLs) 
são caracterizadas por um domínio contendo seis α-hélices transmembrana 
conectadas por loops extramembrana, dois dos quais interagem para formar o sítio 
catalítico. Embora as PPLs possam desfosforilar substratos gerados 
intracelularmente para controlar o metabolismo de lipídios e conseqüentemente a 
sinalização intracelular, a sua principal função é na superfície celular principalmente 
na regulação da sinalização mediada por LPA e S1P pela inativação destes lipídios 
na membrana plasmática ou no espaço extracelular (Sigal, Mcdermott et al., 2005; 
Eyster, 2007a; b). Na figura 30 está ilustrada a interconversão dos metabólitos da 
esfingomielina e a indispensável participação das fosfatases nesse processo. 
 
   
 
Figura 30: Modelo de membrana plasmática, mostrando o metabolismo da esfingomielina 
e o mecanismo pelo qual seus metabólitos podem ser transportados através 
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da membrana. Esfingomielina (SM) tem duas cadeias alifáticas e um grupo cabeça 
zwitteriônico. Portanto, apenas ocasionalmente faz flip-flops entre as bicamadas e 
tem solubilidade insignificante em água, mas pode, eventualmente, ter movimentos 
laterais significativos. Este movimento pode ser dificultado por auto-agregação e/ou 
interação com os esteróis da membrana. Ceramida (Cer) contém duas cadeias 
alifáticas, mas tem um grupo cabeça neutro, por isso apresenta solubilidade aquosa 
menor que a da SM, mas é facilmente capaz de realizar flip-flop entre as 
membranas. Não se sabe se as interações com outros lipídios ou o particionamento 
em microdomínios impediriam essa inversão. Esfingosina (Sph) tem uma cadeia 
alifática (geralmente 18 carbonos de comprimento) e realiza flip-flop livremente e 
transferência entre as membranas. Esfingosina-1-fosfato (S1P) tem um grupo 
cabeça zwitteriônico (incluindo um fosfato), e é provável que se mova livremente 
entre membranas, mas é improvável que realize flip-flop espontaneamente. Assim, 
dois transportadores ABC têm sido sugeridos para o transporte de S1P: CFTR 
(regulador transmembrana da fibrose cística) está implicado na entrada de S1P para 
dentro da célula, e ABCC1 está implicado no efluxo de S1P. CDase, ceramidase; 
SMase, esfingomielinase, SK, esfingosina cinase e LiRecDTs, toxinas 
dermonecróticas recombinates de Loxosceles intermedia. Modificado a partir de 
Hannun e Obeid, 2008.  
 
 
 
 
Sabendo disso tudo, foi incubado 1x108 células em Tampão Tris/Sucrose 
(Sucrose 250 mM, 10 mM Tris/HCl , pH 7.4, 280 mOsm\kg H2O) com várias 
concentrações (0, 0,1, 0,25, 0,5, 0,75 e 1 mM) de inibidor de fosfatase, pirofosfato 
(PPi) por 60 minutos à 37°C. Após esse período de i ncubação os eritrócitos foram 
lavados em Tampão Tris/Sucrose e em seguida foram incubados com 25 µg/mL da 
toxina dermonecrótica recombinante LiRecDT1 por 24 horas à 37°C. O pirofosfato 
demonstrou capacidade de inibição da hemólise induzida pela LiRecDT1, atingindo 
60% de inibição na maior concentração utilizada 1mM (Gráfico 24). Esse dado 
reforça a hipótese de que realmente esteja sendo induzido o metabolismo da 
esfingomielina pela LiRecDT1 e que a morte e ruptura dos eritrócitos depende da 
interconversão dos seus metabólitos. A C1P gerada pela LiRecDT1 deve ser 
desfosforilada para originar a ceramida e essa por sua vez transformada em 
esfingosina que desempenham funções intracelulares. A esfingosina pode então ser 
fosforilada originando a S1P que possui funções intra e extracelulares, inclusive 
hemólise.  
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Gráfico 24: Participação de fosfatases intracelulares na hemólise induzida pela LiRecDT1. 
Os eritrócitos humanos foram tratados com 0, 0.1, 0.25, 0.5, 0.75 e 1 mM 
Pirofosfato (PPi) por 60 minutos à 37°C. Após isso,  foram lavados e incubados com 
25µg/mL de toxina LiRecDT1 24 horas à 37 °C. O expe rimento foi realizado em 
pentaplicata e os pontos representam a média ± SEM, expressos em porcentagem. 
A significância é definida como ***P ≤ 0, 001. 
 
 
 
 
 
A hemólise induzida pela toxina LiRecDT1 é independente do transportador 
ligante de ATP. 
 
A S1P é um lipídio bioativo exerce funções intra e extracelulares. Suas 
respostas extracelulares se dão através de ligação aos seus receptores acoplados a 
proteína-G (S1P1 S1P2 S1P3 S1P4 e S1P5). Tendo como resultados ativação da 
Rho-GTPases que acarreta na reorganização do citoesqueleto e várias outras vias 
de sinalização, incluindo mudanças na concentração de Ca2+ intracelular, a ativação 
da fosfatidilinositol 3-quinase, Akt, MAPKs, Rac1 e PKC. Os níveis celulares de S1P 
são regulados pela sua síntese e catabolismo. Esfingosina quinases (SK) catalisam 
a fosforilação da esfingosina (Sph), enquanto S1P é degradada por fosfatases 
fosfato lipídico. A disponibilidade de Sph é a etapa limitante na geração intracelular 
de S1P. Sendo a Sph derivada quase que exclusivamente da ceramida através da 
ação de ceramidases (Kobayashi, Yamaguchi et al., 2009). 
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Estudos recentes mostram que a S1P também pode ser gerada no plasma 
através da atividade da lysophospholipase D / autotaxin. Ainda sabe-se muito pouco 
sobre o papel intracelular da S1P na modulação de respostas celulares. 
Recentemente, Oda e colaboradores (2008 e 2010) mostraram elegantemente o 
papel chave da S1P na hemólise induzida pela α-toxina de Clostridium perfringens. 
Os dados obtidos nesses estudos indicam um aumento na concentração de S1P 
após a exposição à α-toxina que acarreta na morte e ruptura dos eritrócitos. Além 
disso, foi mostrado também que esse efeito é revertido pelo tratamento das células 
com toxina pertussis (inibidor da proteína-Gi), assim como pelo U73122 (inibidor de 
PLC).  
Existem algumas substâncias capazes de bloquear e impedir o transporte de 
S1P através dessas proteínas ABC. Um exemplo bem conhecido disso é o Vanadato 
de sódio, que é um análogo do fosfato, que inibe um grande número de ATPases e 
com grande eficiência sobre o transporte de S1P (Kobayashi, Yamaguchi et al., 
2009). Com base em todas essas informações e com o acúmulo de resultados foi 
avaliada a importância do transporte da S1P para o meio extracelular na hemólise 
induzida pela LiRecDT1. É de conhecimento que a S1P gerada poderia ser exposta 
para fora da célula por um transportador ligante de ATP (Família ABC) e dessa 
forma agir de maneira autócrina ou parácrina (Berdyshev, Gorshkova et al., 2011; 
Siow, Anderson et al., 2011).   
Para avaliar a participação do transportador de S1P incubamos os 
eritrócitos, com várias concentrações de Vanadato de sódio (Na3VO4) que inibe 
transportadores ABC de exportação de derivados lipídicos. Nas condições testadas 
não houve qualquer inibição da hemólise induzida por 25 µg/mL de toxina LiRecDT1 
em 24 horas (gráfico não mostrado). Nem mesmo nas maiores concentrações 
0,75mM e 1mM de Vanadato não houve inibição significativa. Em resumo, esse 
resultado fornece duas evidências sobre a participação da S1P no mecanismo 
hemolítico desencadeado pala LiRecDT1. Primeiro, nas condições testadas a S1P 
não exerce ação extracelular (parácrina ou autócrina) nos eritrócitos incubados com 
a toxina recombinate uma vez que a inibição de sua exportação não alterou o efeito 
tóxico. Segundo, é possível que a S1P não tenha participação no evento hemólitico 
desencadeado pela LiRecDT1, ficando a cargo apenas da C1P e Ceramida e LPA, 
como indicam nossos resultados anteriores. Ou a S1P apresenta apenas atividade 
intracelular (mensageiro intracelular) no processo de morte e ruptura das células 
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vermelhas na presença da PLD recombinante. Porém para isso, são necessários 
estudos adicionais e mais aprofundados para testar essas hipóteses, principalmente 
pela detecção da concentração desses metabólitos e pela utilização de outros 
inibidores dessas vias, que no presente momento não se teve acesso. 
 
A atividade da translocase de membrana (Scramblase) não é necessária para o 
efeito hemolítico induzido pela LiRecDT1.  
 
Vários tipos de injúria eritrocitária estimulam a ativação da PLA2, que 
acarreta na liberação de AA e na formação de prostaglandina-E2 através da ativação 
da ciclooxigenase (COX) do eritrócito. A PGE2 por sua vez promove a ativação do 
canal permeável ao Ca2+ (Lang, Kaiser et al., 2003; Lang, Lang et al., 2005; Lang, 
Kempe, Myssina et al., 2005; Foller, Huber et al., 2008). O aumento da concentração 
de Ca2+ no citosol ativa os canais de K+ sensíveis a Ca2+, chamados canais de 
Gardos, levando a hiperpolarização dessas células e subseqüentemente perda de 
KCl e redução do volume do eritrócito. A scramblase, que é a enzima responsável 
pela externalização de fosfatidilserina (“Flipase” de “Flip Flop”) é estimulada não 
somente pelos efeitos do Ca2+, mas também pela formação de ceramida por ação da 
esfingomielinase. A entrada de Ca2+ ou a formação de ceramida são capazes de 
ativar a scramblase promovendo a externalização de fosfatidilserina da face interna 
da membrana para a externa da membrana (Mogami, Lloyd Mills et al., 1997; Lang, 
Kaiser et al., 2003; Lang, Lang et al., 2005; Lang, Kempe, Myssina et al., 2005; 
Lang, Kempe, Tanneur et al., 2005; Lang, Huober et al., 2006; Foller, Huber et al., 
2008; Foller, Sopjani et al., 2009).  
A fosfatidilserina na superfície do eritrócito é reconhecida por macrófagos, 
por meio de receptores específicos e são retiradas da circulação por fagocitose e/ou 
pode promover a ativação da via clássica do complemento, que induz a formação do 
complexo de ataque à membrana culminado na hemólise complemento dependente 
(Tambourgi, Morgan et al., 2000; Tambourgi, De Sousa Da Silva et al., 2002; 
Tambourgi, Pedrosa et al., 2007; Tambourgi, Goncalves-De-Andrade et al., 2010). 
Esse é um mecanismo para evitar a ruptura de eritrócitos e a conseqüente liberação 
de hemoglobina, a qual, ao passar pelo glomérulo renal precipita nos túbulos e 
causa obliteração dos mesmos, resultando em falência renal. Alguns aspectos de 
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morte por apoptose de células nucleadas como, redução de volume, exovesiculação 
de membrana e exposição de fosfatidilserina também ocorrem nos eritrócitos, devido 
a isso alguns autores referem-se a esse mecanismo como “Eriptose” (Lang, Kaiser 
et al., 2003; Lang, Lang et al., 2005; Lang, Kempe, Myssina et al., 2005; Lang, 
Kempe, Tanneur et al., 2005; Foller, Huber et al., 2008) que seria a via de 
sinalização para morte e retirada dos eritrócitos senis ou danificados de circulação. 
Os resultados dessa tese deixam claro que a fosfolipase-D recombinante do 
veneno de aranha-marrom (LiRecDT1), induz a eriptose dos eritrócitos humanos, 
uma vez que foi mostrada a capacidade desta toxina em gerar metabólitos da 
esfingomielina, promover o influxo de cálcio, em alterar a morfologia e o tamanho 
dos eritrócitos e deflagrar a externalização de fosfatidilserina. Embora, 
aparentemente não seja possível impedir o processo hemolítico induzido pela 
LiRecDT1, após o processo de morte ter sido desencadeado através da inibição da 
externalização de PS. Essa hipótese foi levantada, quando promoveu-se a 
incubação dos eritrócitos com um inibidor de translocase “scramblase”, o laranja de 
acridina, e subseqüente incubação com 25 µg/ml de LiRecDT1 como descrito nos 
materiais e métodos. Em todas as concentrações testadas de laranja de acridina não 
observou-se inibição significativa da hemólise (gráfico não mostrado). 
Para finalizar este capítulo da tese elaborou-se um esquema ilustrado com o 
possível mecanismo pelo qual a fosfolipase-D do veneno de Loxosceles intermedia 
desencadeia a morte e a ruptura dos eritrócitos humanos. A Figura 31 sumariza os 
principais resultados obtidos, em que foi mostrada a participação dos metabólitos de 
fosfolipídios gerados pela atividade catalítica da LiRecDT1, pela entrada de cálcio 
nas células, pela ativação de cascatas intracelulares pró-inflamatórias que deflagram 
os vários efeitos observados nos eritrócitos como a alteração da morfologia e do 
tamanho dessas células, a injúria, o processo de eriptose e o efeito hemolítico. 
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 Figura 31: Ilustração esquemática do possível mecanismo molecular, pelo qual a 
LiRecDT1 desencadeia a morte dos eritrócitos. A partir da ligação da toxina 
fosfolipase-D do veneno de Loxosceles intermedia (LiRecDT) sobre a membrana 
plasmática, promove a hidrólise de esfingomielina (SM) gerando ceramida-1-
fosfato (C1P) que por sua vez é capaz de ligar-se a receptor acoplado a proteína 
Gi, assim como promover a ativação direta da Fosfolipase A2 (PLA2) interna ao 
eritrócito
. 
Dessa forma existe a liberação
 
de ácido aracdônico (AA) que será 
metabolizado pela ciclooxigenase (COX) para a formação de mediadores 
eicosanóides como as prostaglandinas (PGE2). A Prostaglandina E2 é um 
conhecido mediador pró-inflamatório que promove
 
a ativação de diversas enzimas 
citoplasmática e abertura de canais de cálcio. Por outro lado, a C1P formada a 
partir da hidrólise de SM pode ser metabolizada a ceramida pela atividade de uma 
fosfatase e transformada em esfingosina pela ceramidase, que por sua vez será 
convertida em esfingosina-1-fosfato (S1P) pela esfingosina-1-quinase (S1K). 
Esses metabólitos lipídicos são conhecidos efetores de inflamação e morte 
celular. A ceramida e o cálcio ativam a scramblase que promove a externalização 
de fosfatidilserina (PS) e a calpain que promove a degradação do citoesqueleto. 
Juntos desencadeiam o processo de eriptose, ou seja, alterações morfológicas e 
morte prematura dos eritrócitos. Podendo ser reconhecidas por fatores do 
complemento e retiradas de circulação pelos macrófagos. Por fim, a toxina 
LiRecDT1 pode também hidrolisar a lisofosfatidilcolina (LPC) para gerar o ácido 
lisofosfatídico que também possui receptor especifico acoplado a proteína Gi que 
após ativada promove a estimulação da PLC que induzira várias respostas 
intracelulares, como a abertura de canais de cálcio. Toda essa cascata de 
sinalização desencadeada culmina na ruptura dos eritrócitos. 
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E - Item 5: Nova fosfolipase A2 de Lonomia obliqua: Clonagem, Expressão 
heteróloga e Caracterização funcional. 
 
Daniele Chaves-Moreira, Luiza Helena Gremski, Larissa Vuitika, André Fully, 
Andrea Senff-Ribeiro, Olga Meiri Chaim, Silvio Sanches Veiga. 
 
Departamento de Biologia Celular, Universidade Federal do Paraná, Curitiba, 
Paraná, Brazil. 
 
No extrato bruto das cerdas das lagartas do gênero Lonomia, estão 
presentes diversas toxinas, icluindo fosfolipases-A2, que são responsáveis por 
muitos efeitos locais e sistêmicos observados nos acidente. Neste estudo, 
descrevemos a clonagem e análise de uma sequencia que codifica para uma nova 
isoformas de fosfolipase-A2, denominada LoRecPLA2, da lagarta Lonomia obliqua. A 
sequencia da LoRecPLA2 codifica para uma proteína recombinante com massa 
molecular predita de 18.4 kDa, apresentando  peptídio sinal para secreção, um 
possível sitio de N-glicosilação, e é possivel que tenha atividade hidrolítica sobre 
fosfaditilcolina e atividade hemolítica sobre eritrócitos humanos. Esta toxina é similar 
a outras fosfolipases presente em venenos de abelha, vespa, escorpiões e 
carrapato. Também conserva o sítio de ligação ao íon cálcio e os aminoácidos que 
formam a fenda catalítica. A obtenção desta fosfolipase A2 da lagarta Lonomia 
obliqua como proteína recombinante, pode auxiliar no melhor entendimento do 
quadro patológico observado nos acidentados como também pode possibilitar a 
aplicação dela em fins biotecnológicos e industriais. 
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E.1 MATERIAL E MÉTODOS 
 
MATERIAL 
 
Reagentes 
 
Os sais, ácidos e compostos orgânicos utilizados foram adquiridos da Merck 
(Darmstad, Alemanha). O ágar-ágar, β-mercaptoetanol, marcadores de massa 
molecular protéicos foram adquiridos da Sigma (St. Louis, EUA). Da Promega 
(Madison, EUA) o brometo de etídio, o kit de miniprep e o kit pGEM-T foram 
adquiridos. A agarose, o IPTG e o Trizol, da Invitrogen (Carlsbad, EUA). Da empresa 
Fermentas (Burlington, Canadá) foram adquiridos os marcadores de massa 
molecular de DNA, X-Gal, enzimas Pfu e Taq polimerase, ligase, enzimas de 
restrição XhoI, NdeI e BamHI juntamente com os tampões necessários, além dos 
dNTPs, a enzima CIAP com o correspondente tampão. Os oligonucleotídeos 
utilizados nas reações de PCR foram produzidos sob encomenda pela Bioneer 
(Daejeon, Coréia do Sul). Para o cultivo de bactérias foram utilizados no preparo dos 
meios triptona, extrato de levedura e ágar-ágar adquiridos da HiMedia (Mumbai, 
Índia). Os antibióticos ampicilina e cloranfenicol foram adquiridos da USB 
(Cleveleand, EUA). As cepas bacterianas utilizadas durante o trabalho foram 
adquiridas das empresas Invitrogen (Carlsbad, EUA) e Novagen (Darmstadt, 
Alemanha). Da Invitrogen também foi adquirido o kit para as transcrições reversas 
ImPromIITMReverse Transcription System. 
 
Animais 
 
Foram utilizadas larvas de sexto instar de Lonomia obliqua fornecidas pelo 
Centro de Zoonoses da Secretária do Estado da Saúde do Paraná bem como 
coletadas no Zoológico do Parque Iguaçu na cidade de Curitiba. 
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MÉTODOS 
 
Extração das cerdas  
 
Para a extração das cerdas que revestem o corpo do animal, este foi 
previamente anestesiado com clorofórmio para que permanecesse imóvel durante a 
extração. As cerdas foram retiradas uma a uma com o auxílio de pinça e tesoura de 
ponta fina. Todo o material de segurança necessário para a extração foi utilizado, 
tais como máscara, óculos de segurança e luvas. 
 
Eletroforese em gel de agarose 
 
As análises dos produtos de PCRs foram realizadas em gel de agarose 1,5% 
ou 2%, na qual a massa correspondente de agarose foi dissolvida em tampão TAE 
sob aquecimento, sem levantar fervura. Foi adicionado 0,5µg/ml de gel de brometo 
de etídio à solução. 
 
Extração do RNA total das cerdas produtoras de veneno de Lonomia obliqua 
 
O método utilizado foi o descrito por Chomezynski (1993). Foi extraído o 
RNA total das cerdas de 50 lagartas Lonomia obliqua com auxilio do reagente Trizol 
e todo o material e demais reagentes livres de RNAses. Utilizando isopropanol o 
RNA foi precipitado, sendo posteriormente lavados com isopropanol 75% e 
redissolvido com água DEPC tratada (água ultrapura homogeinizada com 0,1% 
DEPC por 2h e autoclavada por 45 minutos). 
 
Quantificação e análise da integridade do RNA total extraído 
 
Para saber a concentração do RNA extraído e a relação de ácido nucléico 
em relação à proteínas foi realizada a leitura nos comprimentos de onda 260nm e 
280nm em espectrofotômetro (U-2001 Espectrophotometer). Para tal, foram 
utilizadas cubetas de quartzo tratadas por 15 minutos com solução metanol: ácido 
clorídrico (1:1). Alternativamente a dosagem foi realizada utilizando 1 µL do RNA 
total em Nanodrop1000 (ThermoScientific). Para saber a integridade do RNA 
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extraído, foi realizada eletroforese em gel de agarose 1% com brometo de etídio 
(0,5µg/ml) em tampão TAE (Tris base 40mM, acetato 20mM, EDTA 1mM) e corrida 
eletroforética a 5V/cm de gel em cuba horizontal (com prévio tratamento de solução 
peróxido de hidrogênio 3% por 15 minutos). O gel foi visualizado e a imagem foi 
registrada com auxílio de aparelho de análise de imagens Chemidoc–XRS e 
software Quantity One-SW (BioRad). 
 
Transcrição reversa acoplada à reação de cadeia da polimerase – 3’ RACE 
 
A técnica utilizada foi modificada de Sambrook e Russel (2001). Para síntese 
da primeira fita de cDNA, foi utilizado o oligonucleotídeo oligo(dT)17adaptor (5’- 
CGG TAC CAT GGA TCC TCG AGT T16- 3). De maneira resumida, em um tubo 
PCR foi adicionado o volume equivalente a 1 µg de RNA total, 0,2µM de 
oligo(dT)17adaptor e água DEPC tratada qsp 10µl. Foi feita a desnaturação do RNA 
colocando este tubo por 5 minutos a 70ºC e depois imediatamente no gelo. Neste 
foram adicionados tampão para transcriptase reversa (1X); MgCl2 (2,5mM); dNTPs 
(A,T,C,G - 0,4 mM) e inibidor de RNase (20U Recombinant RNasin). A solução foi 
homogenizada por pipetagem e incubada por 1 minuto a 42°C. Acrescentou em 
seguida 200U de enzima transcriptase reversa Improm-IITM e a mistura foi levada 
ao termociclador My Cycler-Thermal Cycler BioRad  por 25ºC/5min e 60min a 42°C. 
A reação foi interrompida a 70°C/15min e mantida a 4ºC. O cDNA foi seletivamente 
precipitado com acetato de amônio (2,5M) e etanol absoluto gelado (3v:1v de 
amostra). A mistura foi incubada a -20ºC por meia hora. A centrifugação foi realizada 
a 4°C 20.000g por 30 min. Depois de retirado o sobr enadante, o sedimento foi 
lavado com 750 µl de etanol 70% gelado apenas dispensado sobre o sedimento. A 
centrifugação foi realizada na mesma rotação anterior por 5 minutos. Este pellet foi 
ressuspenso em água ultrapura estéril.  
Foram então feitas duas reações para amplificação de fragmentos 
específicos de PLA2 de L. obliqua, cada uma utilizando um oligonucleotídeo sense 
específico: “PLA2 Lonomia Sense” (5’ ATG TTG AAA TTA ACT GTA GGT GC 3’) e 
“3’ RACE PLA2 Lonomia” (5’ AGG AAC AAA ATG GTG CGG TTC 3’). Os dois 
oligonucleotídeos específicos foram desenhados com base na sequência 
AY829845.1 (Lonomia obliqua phospholipase 1 putative phospholipase A2 mRNA, 
complete cds) depositada no banco de dados GenBank como parte da análise do 
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transcriptoma de L. obliqua (Veiga et al., 2005). Para a reação de PCR, utilizou-se 5 
µl do cDNA obtido na reação anterior; tampão para Taq DNA polimerase (1X); MgCl2 
(1,5 mM); dNTPs mix (0,2 mM); oligo(dT)17adaptor (0,2 µM); os oligonucleotídeos 
gene-específicos sense citados acima – reações separadas (0,2 µM); Taq DNA 
polimerase (1,25 U) para um volume final de reação de 50 µl. Esta mistura foi 
incubada em termociclador: 94°C/2min (1 ciclo); 94° C/30s, 50°C/30s, 72°C/1min (35 
ciclos); 72°C/10min (1 ciclo); 4°C/ infinito. 
 
Extração dos fragmentos do gel de agarose 
 
O gel de agarose foi recortado com auxílio de bisturi no local de visualização 
das bandas correspondentes, colocado em eppendorfs previamente pesados e 
extraído com auxílio de reagentes apropriados para extração de DNA em agarose 
(Quick Gel Extraction Kit, Eppendorf e Gel Band Purification kit, GE). 
 
Ligação em pGEM-T 
 
O DNA amplificado foi diluído em água, dosado e o volume correspondente 
a 0,075 pmol deste inserto foi colocado em tubo PCR. Adicionado 50ng do vetor 
pGEM-T (vetor A-T), tampão ligase (1X) e T4 DNA ligase (3 U/µl). A temperatura de 
incubação foi padronizada para cada caso, variando de 4-16ºC por 16h. 
 
Transformação bacteriana por eletroporação 
 
Uma alíquota de solução de bactéria DH5α eletrocompetente foi 
descongelada e mantida em gelo adicionando 1 µl da reação de ligação e 
eletroporando-a sob condições de 1.8 kV, 25 MF, 200% em eletroporador Gene 
Pulser X-Cell (BioRad). Estas bactérias foram colocadas em meio SOC (triptona 20 
g/l; extrato de levedura 5 g/l; NaCl 0,5 g/l; KCl 2,5 mM; MgCl2 10 mM, MgSO4 10 
mM, glicose 0,2 M) a 37°C por 60 minutos sob agitaç ão para adquirir resistência ao 
antibiótico específico e recuperarem suas membranas da alta voltagem. 
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Plaqueamento das bactérias transformadas 
 
As bactérias recuperadas foram divididas em duas porções: uma de 100 µl 
plaqueadas em meio LB-ágar (triptona 10 g/l, extrato de levedura 5 g/l, cloreto de 
sódio 10 g/l, agar-ágar 15 g/l) suplementado com ampicilina (100 µg/ml) previamente 
tratadas com IPTG (100 mM – 100 µl) e X-Gal (20 mg/ml – 40 µl); e outra de 900 µl 
(também plaqueada nas mesmas condições) que foi submetida a centrifugação e 
ressuspensa em 100 µl de meio SOC para o plaqueamento. As placas com a 
suspensão bacteriana foram semeadas com alça de drigalski estéril até completa 
absorção do líquido na placa. As placas foram incubadas a 37°C em incubador tipo 
BOD 411 D, Nova Ética por 16 h. 
 
PCR de colônia 
 
Após observação das placas anteriormente citadas, foram escolhidas 
colônias incolores (supostamente com inserto), algumas azuis e outras parcialmente 
azuis para replaqueamento (Master plate) e confecção do PCR de colônia. Cada 
uma das colônias escolhidas foi tocada com auxílio de palito de madeira estéril, 
parte do material esfregado no fundo de um tubo de 0,2 ml e outra parte tocada na 
Master plate numerada. Nos tubos foram acrescidos: Tampão Taq DNA polimerase 
(1X); dNTPs (0,2 mM); MgCl2 (1,5 mM); oligonucleotídeo sense universal T7 (0,2 
µM); oligonucleotídeo universal antisense SP6 (0,2 µM) e Taq polimerase 
(1,25U/50µl). Esta mistura foi incubada em termociclador, para amplificação do 
inserto no seguinte protocolo: 95°C/5min (1ciclo); 95°C/30s – temperatura média das 
Tms dos primers diminuídos de 5°C/30s – 72°C/1min (35 c iclos); 72°C/10min (1 
ciclo); 4°C/ infinito. O produto do PCR de colônia foi analisado em gel de agarose 
1,5% ou 2%. E o resultado foi visualizado e registrado em aparelho de captura de 
imagem Chemidoc. 
 
Mini preparação plasmidial 
 
A partir da Master plate os clones escolhidos foram repicados com auxílio de 
pinça e palitos de madeira estéreis para um pré-inóculo em LB líquido com 
ampicilina (100 µg/ml) e incubado por 16h a 37°C (e m incubadora 430 RDB tipo 
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shaker Nova Ética) em tubo de aeração. Cada cultura com crescimento saturado foi 
centrifugada (14000g por 1min) a temperatura ambiente e se obteve um sedimento 
bacteriano consistente. De cada um dos centrifugados bacterianos foi feita a 
extração do plasmídeo com auxílio de reagentes de Miniprep da Promega (Wizard 
Plus SV Minipreps DNA Purification Systems). 
 
Reação e análise do seqüenciamento 
 
Foi utilizado o protocolo do seqüenciamento Big Dye com um volume total de 
reação de 10 µl. Destes 4 µl era o reagente Big Dye ou Dye Namic e os outros 6µl 
eram a somatória do volume de DNA molde, oligonucleotídeo e água estéril. A 
massa de plasmídeo utilizada dependia do tamanho do inserto, segundo BigDye 
Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit. Cada clone foi submetido à duas reações de 
seqüenciamento, uma utilizando o iniciador universal sense e outra o iniciador 
universal antisense. Essas reações foram levadas em termociclador de placa à 
95°C/20min - 50°C/15s - 60°C/1min (29ciclos); 4°C/i nfinito. A precipitação foi 
realizada com acetato de amônio 7,5 M e etanol absoluto. Deixando secar 16h em 
ambiente escuro. O produto foi ressuspenso em formamida para a leitura em 
sequenciador 3500 Genetic Analyser (Applied Biosystems). O resultado do 
seqüenciamento foi analisado em software Chromas Pro 2.1, o alinhamento das 
seqüencias realizado através do Clustalw <http://www.ebi.ac.uk/clustalw/> e a 
sequência mais representativa analisada usando a ferramenta BLAST 
<http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi>. 
 
Análise da seqüência da proteína madura 
 
A seqüência nucleotídica obtida foi traduzida e analisada no programa 
ProtParam (disponível no site: <http://www.expasy.ch/tools/protparam.html>) para 
predição de peso molecular e ponto isoelétrico da proteína. O alinhamento com 
seqüências protéicas de outras espécies (GenBank, acesso no site 
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=protein>) que apresentaram alta 
identidade e foi realizada pelo site Clustalw <http://www.ebi.ac.uk/clustalw/>. 
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PCR com Pfu DNA polimerase 
 
Com base nos resultados dos sequenciamentos, particularmente do 
fragmento amplificado com o oligonucleotídeo “PLA2 Lonomia Sense” que revelou a 
sequência nucleotídica a partir da região de peptídeo sinal, foram desenhados 
iniciadores sense e antisense cada um contendo um sítio de restrição para enzimas 
de restrição diferentes (Forward - NdeI: CGC CAT ATG CAG ATT AAT AAT GTC G  
e Reverse BamHI: AT GGA TCC GTG TTA CAA GGA TTC) para a amplificação do 
cDNA específico que contém a seqüência madura da toxina. Foi realizado uma 
reação de transcrição reversa com oligo(dT)17adaptor nas condições descritas no 
tópico 3.6.1. Com o cDNA resultante, os primers específicos nas concentrações de 
0,2 µM e Pfu DNA polimerase (1,25U/50µl), o PCR foi executado em termociclador 
nas seguintes condições: 94°C/2min (1 ciclo); 94°C/ 30s, 55°C/30s para 
hialuronidase e 60ºC/30s, 72°C/3min (35 ciclos); 72 °C/5min (1 ciclo); 4°C/ infinito. 
Em volume final de reação de 50µl. As etapas de digestão, ligação, transformação e 
PCR de colônia foram realizadas do mesmo modo que descrito anteriormente. 
 
Subclonagem em vetor pET-14b 
 
O produto da reação anterior foi submetido à corrida em gel de agarose, o 
fragmento foi extraído e digerido com as enzimas de restrição específicas, utilizando 
o seguinte protocolo: Tampão Tango (2x); 5 U de NdeI e BamHI por 16h a 37°C em 
banho-maria. Após a digestão com as enzimas de restrição, para dificultar a 
recircularização do plasmídeo caso uma das enzimas não tenha sido eficiente, foi 
feito o tratamento com uma 5´fosfatase (CIAP) segundo o protocolo: 10pmol do 
plasmídeo ou mais, Tampão CIAP (1x), 1µL de CIAP em um volume de 50µL 
incubados a 37°C /30min e inativação da enzima a 85 °C/15min. Tanto o inserto 
quanto o vetor digeridos foram purificados por extração em gel e submetidos à 
ligação com Tampão ligase (1x) e T4 DNA ligase (5U/µl) em bloco de aquecimento a 
16°C por 16h. O produto da ligação foi transformado  em DH5α e para avaliar se as 
colônias transformadas continham o inserto foi realizado PCR de colônia com 
primers universais do plasmídio pET-14b. 
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E.2 RESULTADOS E DISCUSSÃO 
 
O envenenamento dos seres humanos resultantes do contato com as 
lagartas da espécie Lonomia obliqua tem sido investigado desde a eclosão de vários 
casos no sul do Brasil em 1989. Distúrbios hemorrágicos são freqüentemente 
observados e são caracterizados por uma coagulopatia de consumo seguida de 
fibrinólise secundária como mencionado anteriormente. Além disso, hematúria, 
anúria, oligúria e insuficiência renal têm ocorrido em vários casos com alta taxa de 
mortalidade. Casos de hemólise intravascular também foram relatados durante 
envenenamento humano e a atividade hemolítica tem sido atribuída à presença de 
uma fosfolipase A2 no extrato das cerdas dessa lagarta. Aqui nesta tese, realizamos 
a clonagem de uma isoforma de PLA2 presente nas cerdas da L. obliqua, com 
futuras perspectivas para a sua obtenção na forma recombinante para avaliação das 
suas propriedades bioquímicas e biológicas. 
 
 
3’RACE para obtenção da sequência codificante da fosfolipase A2 de L. obliqua 
 
 
Visto o obstáculo da quantidade de material no estudo do extrato das cerdas 
de L. obliqua e a dificuldade de obtenção das suas frações purificadas, optou-se 
para a utilização das ferramentas de biologia molecular para a obtenção de uma 
isoforma presente nas cerdas.
 
Os primers específicos para obtenção dessa 
seqüência a partir do RNA total foram desenhados com base em uma sequência 
provável de PLA2 do transcriptoma de L. obliqua (Veiga et al., 2005). Como já 
descrito, foram desenhados dois primers forward (ATG TTG AAA TTA ACT GTA 
GGT) e (AGG AAC AAA ATG GTG CGG TTC) utilizados na reação de amplificação 
da sequência de PLA2 após reação de RT-PCR com primer oligo dT, já que o mRNA 
de interesse possui uma cauda poli-A 3'. Utilizamos a temperatura (Tm) 55°C, visto 
que Sambrook e Russel (2001) sugerem que as temperaturas de anelamento 
situem-se entre 50 - 58 ºC para o 3’ RACE e sejam 5 ºC menores que as Tms 
calculadas; os parâmetros de % de CG, formação de “grampo” e dímeros estavam 
adequados. Tendo sido sintetizados os primers, para a obtenção do cDNA 
específico correspondente à LoPLA2 foi necessário, primeiramente, extrair o RNA 
total das cerdas de L. obliqua, uma vez que este tecido contém as maiores 
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concentrações de toxinas no animal (principalmente as cerdas são inseridas na pele 
da vítima quando do acidente).  
De todo RNA produzido por uma célula, cerca de 80-85% corresponde ao 
RNA ribossômico e uma pequena porcentagem, cerca de 1-5% corresponde ao RNA 
mensageiro (Alberts, Johnson et al., 2002). No perfil da eletroforese do RNA total 
(Figura 32) existe uma banda de grande intensidade que corresponde ao RNA 
ribossômico. Bandas de pouca intensidade de tamanhos variados, visualizadas 
quase que como um borrão, que corresponde aos RNAs mensageiros.  
 
 
 
 
Figura 32: RNA total das cerdas produtoras de veneno de L. obliqua. RNA total extraído 
das cerdas de 50 lagartas Lonomia obliqua. Perfil obtido em eletroforese de 
agarose 1%. 
 
 
No perfil de RNA total eucariótico, geralmente espera-se de 2 à 3 bandas 
bem definidas, duas das quais de maior intensidade correspondentes aos RNAs 
ribossômicos de 18s e 28s (PROMEGA RNA Analysis Notebook). No entanto este é 
o perfil sempre observado de RNA total íntegro dos artrópodes. Este perfil difere 
significativamente do valor de referência padrão dos  rRNA 28s, já que a maioria dos 
insetos contém um endógeno “hidden break”.  Após a desnaturação, as pontes de 
hidrogênio são rompidas, lançando dois fragmentos de tamanho semelhante que 
tanto migrar em estreita colaboração com o rRNA 18s. O perfil de rRNA resultando, 
portanto, reflete a composição endógena de rRNA de insetos e não deve ser 
interpretado como de degradação (Winnebeck, Millar et al., 2010). O RNA total 
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obtido foi dosado e sua relação à concentração protéica foi de 1.8, considerada ideal 
segundo Sambrook e Russel (2001). Para as reações de transcrição reversa do 
foram sempre utilizados 1 µg de RNA total conforme já padronizado no laboratório 
em outros trabalhos. 
Na figura 33A, pode-se visualizar a eletroforese em agarose dos produtos 
finais da reação de 3’ RACE para a obtenção da LoPLA2 de L. obliqua. A coluna à 
esquerda do marcador se refere ao fragmento amplificado utilizando o primer “PLA2 
Lonomia Sense”, que foi desenhado para anelar na região do peptídeo sinal. 
 
 
 
 
Figura 33: 3’ RACE da fosfolipase A2 L. obliqua. (A) Eletroforese em agarose 1% mostra os 
produtos da reação de 3’ RACE. Na coluna 1 o fragmento amplificado utilizando o 
primer “PLA2 Lonomia Sense” (anela na região no peptídeo sinal) e na coluna 2 o 
fragmento amplificado utilizando o primer “3’ RACE PLA2 Lonomia” (anela em uma 
região mais central da sequência). (B) PCR de colônia da construção pGEM-T + 
fragmento resultante da reação 3´RACE em bactérias E.coli DH5α 
eletrocompetentes. As colunas 1 – 15 se referem à construções feitas com o 
fragmento mostrado na coluna 1 da figura 33A. As construções que contém o 
inserto apresentam banda na altura de 900 pares de base. As colunas 16 – 30 se 
referem à construções feitas com o fragmento mostrado na coluna 2 da figura 33A. 
As construções que contém o inserto apresentam banda na altura de 800 pares de 
base. Os clones 1, 7, 10, 18, 21 e 24 foram submetidos ao seqüenciamento. 
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Observa-se um fragmento com tamanho aproximado de 550 pares de base, 
claramente maior do que a banda observada na coluna à direita do marcador, que 
mostra o perfil do fragmento amplificado utilizando o primer “3’ RACE PLA2 
Lonomia”, desenhado para anelar numa região mais central da sequência. Como o 
tamanho das fosfolipases A2 de veneno de espécies de vespas, abelhas e formigas 
consideradas espécies “próximas” à mariposa, variam bastante, não se tinha idéia 
do tamanho exato da banda. Sendo assim, prosseguiu-se com o trabalho e esta 
banda foi extraída com auxílio de kit apropriado e ligada em vetor de clonagem 
pGEM-T. A construção obtida foi transformada em E. coli DH5α eletrocompetentes e 
para a triagem foi utilizado o sistema de α-complementação, no qual colônias 
incolores provavelmente contém inserto e colônias azuis não. A figura 33B mostra o 
gel do PCR de colônia, sendo que as colunas superiores se referem à construções 
feitas com o fragmento amplificado a partir da região do peptídeo sinal e as 
inferiores com o fragmento amplificado a partir de uma região mais central da 
sequência. Obteve-se 23 colônias positivas no PCR e dessas, 3 clones de cada 
construção foram sequenciados. Os resultados obtidos após o seqüenciamento dos 
clones positivos mostraram seqüências nucleotídicas com 100% de identidade entre 
si. A sequência resultante foi comparadas com outras sequências putativas de PLA2 
de Lonomia obliqua depositadas nos bancos de dados, como mostra a figura 34. 
Como mostra a figura, a sequência resultante do 3’ RACE apresenta uma porção 3’ 
maior do que as outras sequências, embora seja muito semelhante à sequência do 
transcriptoma, na qual se baseou para o desenho dos primers, e da LOAH10B10.  A 
sequência da LOAH04E03 difere bastante das outras três sequências. Uma predição 
da ORF da sequência da PLA2 obtida pelo 3’ RACE mostra uma sequência completa 
de 546 bases que, traduzida, tem 181 aminoácidos (Figura 35) com massa 
molecular predita de cerca de 20,8 kDa. Uma análise de predição da presença de 
peptídeo sinal utilizando o software SignalP mostra um peptídeo sinal provável de 23 
aminoácidos, que geraria uma proteína madura com 158 aminoácidos, cerca de 18,3 
kDa e com ponto isoelétrico teórico de 9.15. Seibert e colaboradores (2006) 
purificaram uma fosfolipase A2 de extrato de cerda de L. obliqua e demonstraram 
que ela tem uma mobilidade eletroforética aparente de 15 kDa. Veiga e 
colaboradores (2005), com base na sequência predita de PLA2 foi calculada uma 
massa molecular teórica de cerca de 9,6 kDa sem o peptídeo sinal.  
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Figura 34: Alinhamento das sequências nucleotídicas de Lonomia obliqua semelhantes à 
fosfolipase A2. “PLA2 3’RACE” se refere à sequência clonada a partir do 3’ RACE desta 
tese. “PLA2 Transcriptome” se refere à sequência semelhante à PLA2 de L. obliqua 
adquirida após análise do transcriptoma de cerdas de L. obliqua por Veiga e 
colaboradores (2005). “LOAH10B10” e “LOAH04E03” se referem à sequências de ESTs 
geradas por uma biblioteca de cDNA construída a partir de extrato de cerdas de L. 
obliqua por Reis e colaboradores (2005). O códon assinalado com uma estrela (*) é o 
códon de iniciação e aquele indicado por uma seta se refere ao provável códon de 
terminação da sequência codificante. As bases sombreadas em preto são idênticas nas 
quatro sequências. As bases sobreadas em cinza e sem sombra são as que não 
coincidem. 
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Figura 35: Sequência codificante teórica da LoPLA2 (Open Reading Frame).  A 
sequência nucleotídica foi submetida à análise pela ferramenta “ORF Finder” 
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/gorf/) que gerou uma ORF de 546 
nucleotídeos e 181 aminoácidos. A análise da sequência aminoacídica predita 
pela ferramenta “SignalP 3.0 Server” (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) 
revelou um provável peptídeo sinal de 23 aminoácidos. O primeiro resíduo da 
provável proteína madura está circulado em vermelho.  
 
 
Outras análises demonstraram que a  LoPLA2 pode formar 5 pontes 
dissulfeto e possui um possível sítio de N-glicosilação (NYT). Além disso, segundo o 
banco de dados Pfam e ProSite é classificada dentro de uma família de fosfolipase 
A2 com histidina no sítio ativo (CRQHNHCSD) e dependente de cálcio (sítio ligante - 
TKWCGSGD) (Roberts, 1996; Hariprasad, Kumar et al., 2011).  
Com base nessa sequência aminoacídica codificante predita, foi feita uma 
análise comparativa com outras sequências de fosfolipases A2 de outras espécies 
disponíveis nos bancos de dados e concluiu-se que provavelmente essa PLA2 de L. 
obliqua pertence ao Grupo III das Fosfolipases A2, como está ilustrado na figura 36.  
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Figura 36: A fosfolipase A2 de Lonomia obliqua pertence ao grupo III de PLA2 (cd04705). A 
sub-família de fosfolipase A2 semelhante à humana grupo III,  é uma família de 
enzimas secretadas e enzimas citosólicas são dependentes Ca2+. Enzimaticamente 
ativas, clivam a posição sn-2 do glicerol de fosfolipídios. As PLA2s secretadas 
também foram demonstradas como capazes de se ligar especificamente a uma 
variedade de proteínas solúveis e de membrana de mamíferos, incluindo alguns 
receptores. Como toxinas, as PLA2s desse grupo são potentes que bloqueiam 
terminais nervosos, ligando-se à membrana do nervo e hidrolisando os fosfolipídios 
da membrana. Os produtos da hidrólise não formam bicamadas levando a uma 
mudança na conformação da membrana e, finalmente, a um bloqueio na liberação 
de neurotransmissores. Podem apresentar atividade inflamátoria, alérgica, miotóxica 
e hemotóxica. Essas PLA2s podem formar dímeros ou oligômeros. 
 
 
Dessa forma, um alinhamento foi feito para comparar a sequência da 
LoPLA2 e outras PLA2 do Grupo III de outras espécies e está ilustrado na figura 37. 
A análise do alinhamento mostra que as sequências apresentam alta similaridade 
entre si. Como fica claro na figura, as regiões do sítio catalítico e do sítio de 
interação com o cálcio são altamente conservadas entre todas as sequências 
analisadas. A localização dos resíduos de cisteína também é bastante conservada 
entre as sequências analisadas. A LoPLA2 apresenta maior similaridade, cerca de 
85% com a fosfolipase A2 descrita no transcriptoma das cerdas da Lonomia obliqua 
(Veiga et al., 2005). Essa positividade se concentra principalmente a região N-
terminal, pois a região C-terminal da LoPLA2 é mais longa.  Verificou-se também que 
a LoPLA2 das cerdas de Lonomia obliqua possui alta similaridade com espécies de 
outros artrópodes como as fosfolipases A2 de abelhas (Apis cerana cerana e Apis 
mellifera), de mariposa (PLA2 putative, Lonomia obliqua), de vespa (Bombus ignitus) 
e de carrapato (Ixodes scapularis). 
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Figura 37: Similaridade da fosfolipase A2 de L. obliqua com outras fosfolipases A2 de 
artrópodes. O alinhamento foi obtido através do site 
http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html e o sombreamento através da 
ferramenta http://www.ch.embnet.org/software/BOX_form.html, na qual, a 
positividade cresce do branco para o preto. Em preto os aminoácidos conservados 
e em cinza substituições conservativas. O retângulo azul refere-se à região de 
ligação ao cálcio, enquanto o retângulo rosa refere-se ao sitio catalítico. As flechas 
indicam as possíveis pontes dissulfeto. A LoPLA2 foi comparada com as 
seqüências de PLA2 de abelhas (Apis cerana cerana e Apis mellifera), de mariposa 
(PLA2 putative, Lonomia obliqua), de vespa (Bombus ignitus), de carrapato (Ixodes 
scapularis), de  mosquitos  (Aedes aegypti e Anopheles gambiae) e de escorpiões 
(Heterometrus fulvipes, Mesobuthus tamulus). 
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As fosfolipases presentes em venenos vêm sendo amplamente estudadas 
devido à variedade e a importância de seus efeitos farmacológicos, como 
neurotoxicidade, miotoxicidade, cardiotoxicidade, ativação e/ou inibição da 
agregação plaquetária, anticoagulação, edema, convulsão, hipotensão, hemorragia 
interna e hemólise dentre outras (Kini, 2003; Veiga, Ribeiro et al., 2005). O Grupo III, 
que é uma subcategoria da família de fosfolipases A2 secretadas, apresenta 
especificidade enzimática para fosfatidiletanolaminas e fosfatidilcolina. Ocorrem 
como componentes de venenos e como fosfolipases A2 secretadas em mamíferos. A 
criação deste grupo está baseada nas semelhanças dos determinantes estruturais 
das enzimas, inclusive um domínio amino-terminal longo, um domínio específico do 
grupo III conservado e um domínio carboxi-terminal longo.  
Foi feito também um cladrograma que ilustra a proximidade e semelhança 
da LoPLA2 com fosfolipases A2 de outras espécies de artrópodes (Figura 38). Pode-
se observar a nova toxina LoPLA2 de Lonomia obliqua está bastante relacionada 
com as fosfolipases A2 de mariposas e escorpiões. 
 
 
 
Figura 38: Cladograma que ilustra a semelhança entre algumas fosfolopases A2 de 
artrópodes. Análise comparativa foi realizada com seqüências conhecidas de 
fosfolipases A2 do GenBank. As seqüências foram alinhadas com ClustalW, e a 
árvore filogenética foi construída pelo programa MEGA usando o algoritmo de 
“neighbor-joining” e testado por um “bootstrap” com 1000 repetições.
 
149 
 
Na tabela 6 estão ilustradas as porcentagens de similaridade da LoPLA2 com 
algumas PLA2.  A seqüência da PLA2 presente no veneno do escorpião 
Heterometrus fulvipes apresentou cerca de 50% de similaridade com LoPLA2 , 
enquanto o escorpião Mesobuthus tamulus apresentou 31% de identidade e a 
abelha Apis cerana apresentou similaridade de 40%. A maioria das características 
essenciais do grupo III de PLA2 é vinculada a conservação do loop ligante de cálcio 
e catalítico.  
 
 
 
Nome 
 
Número de 
aminoácidos 
 
 
Positividade com a 
PLA2 
 Lonomia obliqua 
 
 
Lonomia obliqua  
PLA2 (putativa 1) 
 
 
107 
 
85% 
Heterometrus fulvipes 
PLA2 (veneno) 
 
103 50% 
Apis cerana 
PLA2 (veneno) 
 
134 40% 
Apis mellifera 
PLA2 (veneno) 
 
167 32% 
Ixodes scapularis 
PLA2 (putativa) 
 
416 32% 
Mesobuthus tamulus 
PLA2 (veneno) 
 
167 31% 
Aedes aegypti 
PLA2 (secretada) 
 
203 29% 
Heloderma suspectum 
PLA2 (toxina 1) 
 
147 29% 
Bombus ignitus 
PLA2 (veneno) 
 
180 28% 
Anopheles gambiae 
PLA2 (predita) 
 
197 28% 
 
Tabela 7: Identidade aminoacídica entre a fosfolipase A2 de L. obliqua com outras de 
diferentes espécies.  
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A sequência consenso obtida a partir do sequenciamento serviu de base 
para o desenho dos primers para a produção do fragmento da proteína madura com 
os sítios de restrição nas extremidades. São eles: Forward NdeI LoPLA2 – 5’ CGC  
CAT ATG CAG ATT AAT AAT GTC G 3’  (25mer; 40%GC; 61,9°C) e Reverse 
BamHI LoPLA2 – 5’ AT GGA TCC  GTG TTA CAA GGA TTC 3’ (23mer, 43,5%GC; 
62,1°C). A região de anelamento dos primers está il ustrada na figura 39. 
 
 
 
 
Figura 39: Seqüência nucleotídicas e aminoacídicas da Fosfolipase A2 de Lonomia obliqua. A 
sequência específica dos primers para a subclonagem molecular está dentro das setas. 
Os sítios de restrição das enzimas NdeI (oligonucleotídeo sense) e BamHI 
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(oligonucleotídeo anti-sense) estão em negrito. Os códons de iniciação (ATG) e 
terminação (TAA) estão em negrito. O resíduo de asparagina (N) que indica o ínicio da 
proteína madura está destacado pelo círculo. A sequência em destaque sublinhada 
representa o peptídeo sinal de endereçamento para o retículo endoplasmático. Os 
retângulos representam possíveis sítios de N-glicosilação (cinza), de ligação ao íon Ca2+ 
(rosa) e de atividade catalítica (azul). 
 
 
Clonagem da Fosfolipase A2 madura de Lonomia obliqua 
 
Com o intuito de clonar a sequência completa da toxina madura e obter um 
fragmento com sequência mais fidedigna, foram utilizados para reação de PCR que 
seguiu a reação de RT-PCR: primers Forward e Reverse citados acima e a enzima 
Pfu DNA polimerase. O fragmento foi analisado por eletroforese em gel de agarose 
1,5% e gerou uma banda específica na altura esperada para o fragmento 
amplificado (474pb) (Figura 40).  
 
 
 
 
 
 
Figura 40: Fosfolipase A2 de Lonomia obliqua (LoPLA2). Eletroforese em agarose 1,5% 
mostra o produto da amplificação com a enzima Pfu DNA pol do fragmento 
codificante para a LoPLA2 contendo os sítios de restrição para NdeI e BamHI. 
Observa-se uma banda com altura semelhante à sequência predita (474pb), 
codificante da enzima madura. 
 
 
 
 
152 
 
Subclonagem da fosfolipase A2 de Lonomia obliqua. 
 
 
Durante os últimos dois anos têm crescido o número de estudos de 
expressão e resolução de estruturas tridimensionais de toxinas de veneno e estes 
estudos têm nos ajudados a entender os mecanismos moleculares dos efeitos 
desencadeados pelo envenenamento (Arlian, 2002; Hoffman, 2008). 
Para obter a expressão da PLA2 de L. obliqua foi escolhido inicialmente o 
sistema mais simples de expressão, o bacteriano, pois é um sistema relativamente 
simples de se trabalhar quando comparado a sistemas eucarióticos (Soldatova, 
Crameri et al., 1998; Ramos, Cheong et al., 2001; Teo, Ramos et al., 2006). 
Com isso, escolheu-se promover a subclonagem da toxina do veneno de L. 
obliqua em plasmídeo pET-14b (Da Silveira et al., 2006, 2007; Appel et al., 2008), já 
outras enzimas previamente foram enzimaticamente ativas. Este sistema plasmidial 
fusiona uma cauda de 6 histidinas (His6x) à proteína recombinante de interesse o 
que permite a purificação desta em uma única etapa cromatográfica geralmente. 
Sendo assim, pET-14b foi o plasmídeo de escolha para a expressão. Dentre o sítio 
de clonagem múltiplo existente no pET-14b foram escolhidas as enzimas NdeI e 
BamHI, pois desta forma se preservaria regiões importantes tais como a sequência 
de ligação ao ribossomo (rbs). Outros motivos da escolha destas enzimas foram por 
estas não possuírem sítios de reconhecimento muito longos, uma boa atividade 
relativa (<http://home.medewerker.uva.nl/d.rijnsburger/bestanden/poster2006.pdf>) e 
a sequência do cDNA da toxina não ser reconhecida por estas enzimas. Como o 
sistema escolhido é procariótico, o qual não possui retículo endoplasmático, os 
primers foram desenhados a partir do primeiro aminoácido da proteína madura até o 
código de terminação. Optou-se por digestão dupla em tampão TANGO 2X à 37°C 
por 16 horas. A digestão do inserto e do vetor podem ser visualizadas na figura 41. 
Extraíram-se as bandas do gel de agarose e promoveu-se a ligação do 
inserto com o vetor, na proporção de (5:1), à 16°C por 16 horas. Posteriormente 
essa ligação utilizando a enzima T4 DNA ligase foi precipitada, para purificar a 
construção.  
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Figura 41: Digestão dupla. A digestão foi realizadas em TANGO 2X com BamHI e NdeI 
à 37°C por 16 horas. 
 
 
A partir disso, transformaram-se bactérias E. coli DH5α e o clones obtidos 
foram utilizados para um PCR de colônia utilizados os primers do vetor. Na figura 42, 
podemos visualizar alguns dos clones testados (180 colônias), porém infelizmente 
todas negativas. Nenhuma apresentou banda na altura do inserto. Acredita-se que 
esse infortúnio se deva à dupla digestão. Nosso próximo passo será aperfeiçoar a 
digestão e promover a expressão. 
As PLA2 e suas isoformas oferecem um grande desafio para os pesquisadores, 
no sentido de desvendar a sua estrutura e função. Pesquisas nesta área auxiliarão a 
determinar os mecanismos dos efeitos farmacológicos, bem como ampliar nosso 
conhecimento sobre o mecanismo de ação destas toxinas, seus efeitos deletérios, 
ou para efeitos contrários a algumas doenças importantes. Estes estudos são de 
extrema importância, pois podem subsidiar conhecimentos em áreas correlatas 
como o desenvolvimento de drogas para tratamento de vítimas de acidentes com 
animais peçonhentos, desordens hemostáticas, bem como para o desenvolvimento 
de novas drogas com ação bactericida e antitumorais. 
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Figura 42: PCR de colônia. PCR da reação de ligação com primers universais do 
vetor. A Altura das bandas indica todos os clones vazios (negativos). 
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4. DISCUSSÃO 
 
As fosfolipases presentes em venenos compreendem um grupo de enzimas 
de massas moleculares variáveis e são responsáveis por vários efeitos tóxicos 
induzidos em vítimas de acidentes com animais peçonhentos. No Brasil, existem 
vários animais peçonhentos de importância médica, como por exemplo, a aranha 
Loxosceles e a lagarta Lonomia. 
Ao longo das últimas décadas, o aumento do número de notificações de 
acidentes com aranhas do gênero Loxosceles e com lagartas do gênero Lonomia 
tornaram-se uma preocupação em algumas regiões do país, particularmente no 
estado do Paraná. Apesar de existir, atualmente, uma série de informações 
biológicas e epidemiológicas que facilitam o diagnóstico desses acidentes, muitos 
aspectos fisiopatológicos da ação desses venenos permanecem pouco estudados, 
desconhecendo-se a sua importância e a participação de determinados sistemas e 
tipos celulares na sua patogênese. Os avanços em biologia molecular têm com a 
produção de toxinas recombinantes, permitido estudarem as proteínas de venenos 
isoladamente. A clonagem e expressão destas proteínas heterólogas possibilitaram 
a avaliação individualizada de proteínas que apresentam atividades sinérgicas e 
compõem a mistura protéica que forma os venenos. 
As Fosfolipases formam uma classe de enzimas onipresente nesses 
venenos e que catalisam a hidrólise de fosfolipídios. Seus produtos são muitas 
vezes segundos mensageiros, que são altamente regulados pelas células. Cada 
família de fosfolipase apresenta uma especificidade a cada ligação éster dos 
fosfolipídios, podendo dessa forma liberar diferentes metabólitos e diversos modos 
de regulação. Dentre a grande variedade e complexidade dos mecanismos 
fisiopatológicos desencadeados, acredita-se que esses metabólitos envolvem 
proteínas citoplasmáticas, como a proteínas G, bem como diferentes lipídios 
efetores (como por exemplo, fosfatidilinositol-4,5-bifosfato, ceramida, ácido 
aracdônico entre outros) ou Ca2+. O estudo mais aprofundado dessas interações é 
necessário para entender melhor o papel desses venenos e das suas toxinas para 
que se possa desenvolver melhores manobras terapêuticas e novas ferramentas 
com aplicações biotecnológicas. 
O contato com lagartas do gênero Lonomia, desencadeia um quadro 
patológico bastante grave e relativamente comum nos estados do sul do Brasil, 
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porém os estudos das toxinas que constituem esse veneno são pouco entendidos e 
o mecanismo molecular pelo qual ocorre hemólise intravascular não foi 
completamente elucidado. Por isso, através de técnicas de biologia molecular, 
clonou-se uma isoforma de PLA2 presente nas cerdas de Lonomia obliqua. 
Aparentemente a PLA2 recombinante apresenta massa molecular 18 kDa, possui 
cinco pontes dissulfeto, sitio de ligação ao cálcio e sítio catalítico. Acredita-se que 
essa enzima terá alta atividade enzimática, já que os resíduos responsáveis pela 
catalise estão preservados e é apresenta positividade com outras PLA2 que 
apresentam alta atividade catalítica. Embora tenhamos certa dificuldade na 
subclonagem e na expressão dessa toxina, será possível obter a PLA2 de L. obliqua 
na sua forma recombinante.
 
Com essa ferramenta biotecnológica poderemos 
promover estudos mais aprofundados das suas características bioquímicas e 
estruturais, assim como das suas funções biológicas e da sua participação no 
quadro patológico desenvolvido nas vítimas do contato com essa lagarta. Dessa 
forma será possível contribuir para o melhor entendimento desse envenenamento e 
para obter informações que contribuam para o tratamento do lominismo. Além disso, 
com a obtenção dessa toxina recombinante pode-se utilizá-la para biocatálise e em 
diversos setores industriais.  
Os eventos patológicos observados nos casos de envenenamento por 
aranhas do gênero Loxosceles já foram bastante estudados, porém os mecanismos 
moleculares exatos pelos quais o veneno exerce seus efeitos tóxicos ainda 
permanecem obscuros e sob constante investigação cientifica. Diversas proteínas 
presentes nos venenos de aranhas do gênero Loxosceles já foram descritas e 
estudadas, porém, somente a toxina dermonecrótica (esfingomielinase-
D/fosfolipase-D) é capaz de reproduzir, isoladamente, as lesões dermonecróticas 
induzidas pelo veneno bruto. Sem dúvida, esta classe de toxinas é, por sua 
importância biológica, a toxina mais estudada e bem caracterizada no veneno. 
Bioquimicamente, as toxinas dermonecróticas são classificadas como fosfolipases-D 
(PLD), capazes de hidrolisar lisoglicerofosfolipídios e esfingofosfolipídios gerando 
ácido lisofosfatídico (LPA) e ceramida-1-fosfato (C1P) (Lee e Lynch, 2005). Na 
busca pelo melhor entendimento do Loxoscelismo, nosso trabalho visa à avaliação 
da atividade biológica de toxinas dermonecróticas recombinantes e a relação desta 
atividade com os efeitos deletérios provocados pelo veneno de Loxosceles 
intermedia no acidente com as aranhas.  
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A atividade hemolítica do veneno de L. intermedia, bem como a participação 
das toxinas fosfolipases-D no evento de lise eritrocitária permanecia pouco 
compreendida. Os dados disponíveis eram escassos e, muitas vezes, contraditórios, 
o que tornava necessário o estudo mais aprofundado e detalhado do assunto no 
intuito de esclarecer o mecanismo pelo qual o veneno provoca hemólise 
intravascular. Apesar de o loxocelismo sistêmico ocorrer na minoria dos acidentes 
com aranhas do gênero Loxosceles, a lise eritrocitária provocada é especialmente 
relevante considerando que esta é a reação sistêmica mais séria dentro do quadro 
clínico.  Por isso tudo surgiu o interesse em avaliar a existência de atividade 
hemolítica direta (independente de complemento, isto é, livre de soro) do veneno de 
Loxosceles intermedia e quais seriam os possíveis mecanismos moleculares 
envolvidos neste processo. Outra curiosidade era a respeito da atividade enzimática 
das fosfolipases-D, se esta era essencial para os efeitos hematológicos observados 
no quadro loxoscélico. Os resultados obtidos com o veneno de L. intermedia e com a 
toxina LiRecDT1 no ensaio de atividade hemolítica in vitro (Item 1) evidenciam a 
participação da toxina dermonecrótica no efeito sobre os eritrócitos, sugerindo que 
esta classe de toxinas seria a grande responsável pelo efeito de lise celular 
observado nas nossas condições experimentais.   
A participação do complemento tem sido relacionada com a hemólise 
induzida pelo veneno de Loxosceles. Estudos indicam que o envenenamento induz a 
ativação da via alternativa do complemento facilitando a hemólise mediada pelo 
complemento (Futrell, 1992; Da Silva et al., 2004; Swanson e Vetter, 2006). Contudo 
nossos resultados que indicam uma ação hemolítica direta do veneno de L. 
intermedia e das toxinas dermonecróticas não descaracterizam a participação do 
complemento no evento hemolítico provocado pelo veneno já descrito. Na verdade, 
nossos dados sugerem que a atividade hemolítica direta das toxinas presentes no 
veneno de L. intermedia juntamente com a hemólise dependente de complemento 
atuam em sinergismo no evento hemolítico que segue os acidentes com aranhas de 
gênero Loxosceles.  
 A utilização da toxina mutada LiRecDT1 H12A, que apresenta redução 
drástica da atividade catalítica de fosfolipase-D e redução na capacidade de 
desenvolver dermonecrose em pele de coelhos, porém permanecendo com a sua 
capacidade de ligação à esfingomielina, ao colesterol e a alguns lisoesfingolipídeos 
(Chaim, Da Silveira et al., 2011) permitiu uma avaliação da participação do domínio 
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catalítico na atividade hemolítica. Os resultados obtidos com a utilização desta 
toxina recombinante sugerem que a atividade fosfolipásica está fortemente 
relacionada ao efeito hemolítico direto provocado pelo veneno de L. intermedia.  
Outro ponto importante, vinculado à atividade lítica dessas toxinas, refere-se 
ao magnésio (Mg+2) presente no sítio ativo. Nossos estudos confirmam dados 
anteriores que afirmavam que este íon desempenha papel-chave na coordenação e 
estabilização do grupo fosfato da esfingomielina durante a hidrólise, sendo bastante 
conservado entre espécies de aranha marrom (Murakami, Fernandes-Pedrosa et al., 
2005; Murakami, Fernandes-Pedrosa et al., 2006; De Giuseppe, Ullah et al., 2011; 
Ullah, De Giuseppe et al., 2011). Obtivemos uma inibição praticamente total do 
efeito hemolítico com a utilização de EDTA, sendo equivalente ao controle negativo 
(sem toxina). Relacionamos estes dados experimentais à alta afinidade do EDTA por 
íons Mg+2, sugerindo que ocorra o seqüestro deste íon do sítio catalítico da enzima.  
A ausência do Mg+2 promove a perda da atividade catalítica da enzima, justificando a 
inibição do efeito hemolítico. Logo, que o magnésio é essencial para estabilizar o 
grupo fosfato dos fosfolipídios durante a hidrólise e sua ausência resulta em perda 
da atividade enzimática das PLD.  
Nossos dados mostram que os Sistemas ABO e Rh não interferem na 
atividade hemolítica direta de LiRecDT1. Esses dados descartam a possibilidade de 
os Sistemas ABO ou Rh pudessem predispor os eritrócitos a uma ação hemolítica 
maior, através de interação eletrostática com as enzimas do veneno. 
Os experimentos que avaliaram a atividade de LiRecDT1 sobre eritrócitos de 
diferentes mamíferos sugerem o envolvimento de determinados esfingolipídeos no 
processo hemolítico desencadeado. Os eritrócitos mais susceptíveis a ação da 
toxina recombinante foram os que apresentavam maior quantidade de 
esfingomielina em suas membranas. Esses dados sugerem a participação do 
metabolismo da esfingomielina nos efeitos deletérios provocados pelo veneno de. L. 
intermedia nos eritrócitos. Estes resultados associam o efeito hemolítico à ação das 
toxinas dermonecróticas, uma vez que estas toxinas são bioquimicamente 
classificadas como fosfolipases-D (PLD), devido a sua capacidade de hidrolisar 
lisoglicerofosfolipídios e esfingofosfolipídios, que incluem a esfingomielina (Lee e 
Lynch, 2005). Recentemente, a ativação do metabolismo da esfingomielina, 
demonstrou desempenhar um papel importante em diversos processos biológicos, 
como cascatas de transdução de sinal envolvidas na proliferação celular, 
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diferenciação e apoptose (Gomez-Munoz, 2006; Eyster, 2007a; b; Arana, Gangoiti et 
al., 2010; Gangoiti, Arana et al., 2011). As análises morfológicas por microscopia de 
luz dos eritrócitos confirmaram nossos resultados que indicavam a ação direta do 
veneno e da toxina LiRecDT1 sobre essas células. As imagens obtidas sugerem que 
o diâmetro do eritrócito tratado seria menor que o do discócito, dados corroborados 
pela citometria de fluxo. Avaliações das características morfológicas através de 
citometria de fluxo mostraram alterações da forma normal dos eritrócitos, estes 
dados forneceram resultados mais quantitativos e representativos da ação do 
veneno e das toxinas sobre os eritrócitos. A microscopia eletrônica de varredura 
além de permitir a descrição e a distinção entre células espiculadas como 
acantócitos e esquizócitos, possibilitou a observação de células semelhantes à 
estomatócitos. A ausência de alterações nas células tratadas com LiRecDT1 H12A 
confirma a necessidade da atividade catalítica das toxinas dermonecróticas para a 
ação tóxica sobre eritrócitos. Como discutido anteriormente, nosso grupo mostrou 
que esta toxina mutada mantém a capacidade de ligação com moléculas da 
membrana eritrocitária (Chaim, Sade et al., 2006; Chaim, Da Silveira et al., 2011; 
Chaim, Trevisan-Silva et al., 2011), portanto, as imagens aqui observadas sugerem 
que apenas a ligação das toxinas do tipo PLD à membrana eritrocitária não é 
suficientemente capaz de desencadear nenhum efeito sobre morfologia dos 
eritrócitos. Acreditamos que os metabólitos da ação da PLD loxoscélica sobre a 
membrana eritrocitária desempenham papel chave na atividade hemolítica direta do 
veneno de L. intermedia. Clinicamente, alterações nos componentes da membrana, 
lipídeos ou proteínas, podem resultar em mudanças na forma com conseqüente 
diminuição da resistência aos insultos metabólicos e mecânicos que estas células 
sofrem constantemente na circulação e aumento da destruição destas células 
(anemia hemolítica) (Hassoun e Palek, 1996) 
Como discutido anteriormente, a ativação do metabolismo da esfingomielina 
desempenha um papel importante em diversos processos fisiopatológicos (Ochi, 
Miyawaki et al., 2002; Ochi, Oda et al., 2003; Oda, Matsuno et al., 2008; Oda, 
Takahashi et al., 2010). E isto ocorreria, principalmente, através da ação dos seus 
metabólitos a ceramida e a esfingosina-1-fosfato (S1P) (Hanel, Andreani et al., 
2007). A geração de ceramida é mediada pela hidrólise de esfingomielina, esta 
ceramida é deaminada à esfingosina por uma ceramidase e a esfingosina é 
fosforilada à esfingosina-1-fosfato (S1P) por uma esfingosina quinase, a ceramida 
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inicialmente produzida também pode ser convertida em ceramida-1-fosfato pela 
ceramida quinase (Chalfant, Szulc et al., 2004; Pettus, Bielawska et al., 2004; 
Pettus, Chalfant et al., 2004; Chalfant e Spiegel, 2005; Lamour e Chalfant, 2005; 
Pettus, Kitatani et al., 2005; Lamour e Chalfant, 2008; Lamour, Subramanian et al., 
2009). Todos os metabólitos acima descritos já foram relacionados com sinalização 
celular nos mais diversos processos biológicos, tanto fisiológicos quanto patológicos 
(Hait, Sarkar et al., 2005; Maceyka, Sankala et al., 2005; Saini, Coelho et al., 2005; 
Sarkar, Maceyka et al., 2005; Gomez-Munoz, 2006; Arana, Gangoiti et al., 2010; 
Gangoiti, Arana et al., 2011). Experimentos in vitro mostraram que as fosfolipases-D 
(PLD) loxoscélicas são capazes de hidrolisar lisoglicerofosfolipídios e 
esfingofosfolipídios gerando ácido lisofosfatídico (LPA) e ceramida-1-fosfato (C1P) 
(Lee e Lynch, 2005). A ceramida-1-fosfato está envolvida em diversas respostas 
patológicas que incluem inflamação e agregação plaquetária (Anliker e Chun, 2004a; 
b), além de ser descrita como um segundo mensageiro na apoptose (Hannun e 
Luberto, 2004; Marchesini e Hannun, 2004; Hannun e Obeid, 2008). A geração do 
ácido lisofosfatídico (LPA) pelas PLDs loxoscélicas (Van Meeteren, Frederiks et al., 
2004) seria capaz de induzir diversas respostas biológicas pela sua ligação a 
receptores associados à proteína G (Anliker e Chun, 2004a; b). Recentemente, 
verificou-se que a PLD hidrolisa a lisofosfatidilcolina ou LPC (1-o-hexadecilglicero-3-
fosfocolina), um importante componente plasmático, resultando neste importante 
mediador lipídico, o LPA (Van Meeteren, Frederiks et al., 2004; Lee e Lynch, 2005). 
Sugerindo a participação do LPA proveniente da lise de LPC no quadro do 
envenenamento loxoscélico.  
A análise ultraestrutural permitiu visualizar diversas alterações morfológicas, 
incluindo o a presença de microvesiculação na membrana dos eritrócitos tratados 
com veneno bruto e LiRecDT1. Este perfil de diminuição do volume celular e 
exovesiculação é uma característica observada quando o eritrócito sofre certos tipos 
injúria celular e exposição ao LPA (Yang, Andrews et al., 2000; Lang, Kaiser et al., 
2003; Lang, Lang et al., 2005; Lang, Kempe, Myssina et al., 2005; Lang, Kempe, 
Tanneur et al., 2005; Foller, Huber et al., 2008). Essas alterações morfológicas já 
foram observadas após o tratamento de eritrócitos com várias concentrações de 
LPA (Chung, Bae et al., 2007; Noh, Lim et al., 2010). Segundo esse mesmo autor o 
tratamento com LPA induz o influxo de cálcio para dentro dos eritrócitos e esse é um 
mecanismo comum para microvesiculação e externalização de fosfatidilserina (PS). 
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Esse fenômeno, então, acarreta a formação de micro-partículas com PS expostas, 
aumentando a coagulação do sangue e a aderência à célula endotelial. Essa 
atividade trombogênica já foi observada em casos de coagulação intravascular 
disseminada (CIVD) e Anemia Falciforme (Chung, Bae et al., 2007; Noh, Lim et al., 
2010).  
Analisando estes dados podemos sugerir a participação do LPA, como 
metabólito da ação do veneno de L. intermedia sobre a membrana eritrocitária, no 
processo hemolítico direto provocado pelas toxinas PLD. Neste sentido, foi 
importante verificar a capacidade do tratamento com o veneno/LiRecDT1, que 
alterou a assimetria da membrana eritrocitária, evento que segue a ação do LPA 
sobre estas células.  
Como discutido anteriormente LPA e S1P são conhecidos como indutores de 
várias respostas patológicas, incluindo inflamação e agregação plaquetária, aumento 
da permeabilidade vascular e da infiltração de neutrófilos (Yang, Andrews et al., 
2000; Anliker e Chun, 2004a; b; Van Meeteren, Frederiks et al., 2004; Lee e Lynch, 
2005; Tani, Ito et al., 2007; Arana, Gangoiti et al., 2010). Portanto, os dados até o 
momento obtidos sugerem um possível mecanismo de ação para o efeito hemolítico 
direto do veneno de L. intermedia: através da geração de mediadores lipídicos sobre 
a superfície dos eritrócitos, as fosfolipases-D presentes no veneno estimulariam 
danos na membrana destas células tornando-as mais propícias ao estresse 
fisiológico, induzindo à hemólise. Ou ainda, estes mediadores lipídicos poderiam 
desencadear uma sinalização intracelular que resultaria na lise celular.  
Este mecanismo de hemólise sugerido, resultante da hidrólise da 
esfingomielina, é bastante similar ao processo fisiológico em que uma 
esfingomielinase neutra endógena é ativada e desencadeia um processo apoptótico, 
isto já foi observado para diferentes células incluindo os eritrócitos (Birbes, El Bawab 
et al., 2001; Lang, Myssina et al., 2004; Lang, Gulbins et al., 2010). O metabolismo 
da esfingomielina originando ceramida poderia alterar as propriedades celulares 
globais, como por exemplo, alterações nos Lipid rafts e na fluidez da membrana 
desencadeando processos intracelulares (Huwiler, Kolter et al., 2000; Huwiler, 
Johansen et al., 2001). Os metabólitos da esfingomielina gerados pela ação de 
toxinas poderiam atuar em receptores da membrana do próprio eritrócito 
desencadeando uma sinalização intracelular, que culminaria no evento hemolítico.  
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Além disso, nossos resultados sugerem que apenas a ligação das toxinas à 
membrana celular não é suficiente para desencadear os efeitos tóxicos sobre os 
eritrócitos, existindo a necessidade da atividade do sítio catalítico destas enzimas, 
uma vez que a toxina mutada LiRecDT1 H12A, apesar não apresentar atividade 
catalítica é capaz de se ligar a diferentes lipídios da membrana (colesterol, 
esfingomielina, lisoesfingolipídios) (Chaim, Da Silveira et al., 2011). Portanto, a 
toxina LiRecDT1 H12A interage com a membrana do eritrócito sem ser capaz de 
induzir a hemólise.  
O mecanismo de ação de uma fosfolipase-C, a α-toxina de Clostridium 
perfringens que induz hemólise em eritrócitos de carneiro e coelho sendo esta 
atividade relacionada com a ativação do metabolismo da esfingomielina, 
especialmente com a formação de S1P (esfingosina-1-fosfato) já foi extensivamente 
estudada. Sabe-se que a atividade esfingomielinásica desta toxina é essencial para 
seu efeito hemolítico e, portanto, eritrócitos com maior proporção de esfingomielina 
na membrana apresentam maior taxa de hemólise (Ochi, Hashimoto et al., 1996; 
Ochi, Miyawaki et al., 2002; Ochi, Oda et al., 2003; Oda, Matsuno et al., 2008; Oda, 
Takahashi et al., 2010). Avaliação sobre o mecanismo molecular pelo qual esta 
fosfolipase-C desencadeia o efeito hemolítico, já foi realizada e indica que está 
relacionada com o metabolismo da esfingomielina, especialmente através da 
geração de S1P, mas estudos recentes mostram a participação de uma 
esfingomielinase endógena no seu efeito hemolítico (Ochi, Hashimoto et al., 1996; 
Ochi, Miyawaki et al., 2002; Ochi, Oda et al., 2003; Oda, Matsuno et al., 2008; Oda, 
Takahashi et al., 2010). Apesar de nossos estudos envolverem outra classe de 
fosfolipase, que diferem das fosfolipases-C no ponto de clivagem da esfingomielina 
e nos produtos primários resultantes, este possível mecanismo também deve ser 
investigado, pois os produtos finais resultantes da ação destas enzimas têm sido 
reportados como os mesmos (LPA e S1P). E considerando esta possibilidade, 
poderíamos ter a participação de uma esfingomielinase endógena, atuando 
sinergicamente à PLD loxoscélica, no evento hemolítico desencadeado pelo veneno 
de L. intermedia. 
Um estudo recente indicou que LiRecDT1 liga esfingomielina e colesterol, o 
que pode explicar como a toxina se liga a membranas de eritrócitos e corrobora a 
atividade hemolítica (Chaim, Da Silveira et al., 2011; Chaim, Trevisan-Silva et al., 
2011). Essa informação também é reforçada pelos dados mostrados no Item 4, que 
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indicam a participação dos microdomínios lipídicos e em especial o colesterol como 
sítios de reconhecimentos para a fosfolipase-D de L. intermedia. A toxina PLD 
recombinante pode degradar membrana das células eritrócitos, devido à sua 
interação principalmente com esses microdomínios fosfolipídios.  
No entanto, tem sido relatado que LiRecDT1, mas não LiRecDT1H12A, 
promove o influxo de cálcio em eritrócitos humanos de uma maneira dependente do 
tempo através de um canal de cálcio tipo L. Estas observações sugerem que o 
influxo de cálcio é devido à formação de mediadores lipídicos, tais como ceramida-1-
fosfato ou seus metabólitos e ácido lisofosfatídico. A entrada de cálcio pode ativar 
várias cascatas de sinalização intracelular que podem desencadear a hemólise. 
Algumas vias de sinalização foram investigadas e aparentemente envolvem a 
participação dos receptores GPCR acoplados a proteína G (ativados pelo LPA, C1P 
e S1P), Fosfolipase A2, Fosfolipase C e pelo metabolismo da esfingomielina em 
especial pela interconversão da C1P em ceramida. 
Os resultados até o momento obtidos indicam fortemente que a fosfolipase-
D interage especificamente com lipídios de membrana, especialmente com a 
esfingomielina. Porém, existem muitos pontos a serem esclarecidos sobre a atuação 
do veneno de L. intermedia e das toxinas dermonecróticas sobre os eritrócitos e no 
mecanismo do evento hemolítico, como a participação dos metabólitos da 
esfingomielina gerados pela ação das PLDs no desencadeamento dos processos 
celulares que irão gerar a hemólise. O presente trabalho mostrou a ação do veneno 
de L. intermedia e da toxina LiRecDT1 nos microdomínios lipídicos ricos em 
esfingolipídios e colesterol (Lipid rafts), uma vez que estas regiões da membrana 
têm sido reportadas como plataformas de sinalização intracelular (Huwiler, Kolter et 
al., 2000; Huwiler, Johansen et al., 2001). Os nossos resultados preliminares são 
extremamente promissores no sentido que além fornecem dados relevantes para a 
elucidação do mecanismo de ação do evento hemolítico provocado pelo veneno de 
Loxosceles intermedia, indicam fortemente quais são as toxinas presente no veneno 
as responsáveis por esta atividade, relacionando ainda a importância dos domínios 
estruturais da enzima para esta atividade.  
Finalmente, consideramos que este estudo foi de grande relevância 
científica, pois acreditamos que essas informações continuarão abrindo novas 
hipóteses, que são essenciais para o aprofundamento no conhecimento do 
loxoscelismo, bem como para os nossos trabalhos futuros. Nosso objetivo maior é 
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buscar esclarecer os mecanismos moleculares da atividade hemolítica direta do 
veneno de Loxosceles intermedia, trazendo dados que possam ser úteis não só para 
o diagnóstico e tratamento dos acidentes com aranhas do gênero Loxosceles, mas 
também possam evidenciar possíveis aplicações biotecnológicas para as toxinas 
recombinantes produzidas. 
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5. CONCLUSÃO 
 
 
 Através da tecnologia do DNA recombinante foi possível clonar, expressar e 
purificar na forma recombinante 6 isoformas de Fosfolipase-D presentes no 
veneno de L. intermedia (DT1, DT2, DT3, DT4, DT5 e DT6). Foi possível 
também clonar, expressar e purificar uma isoforma fluorescente (EGFP-DT1) 
e uma isoforma mutada no sítio catalítico (DT1-H12A) a partir da primeira 
isoforma encontrada no veneno de L. intermedia.  Além disso, clonou-se a 
primeira isoforma de Fosfolipase A2 presente nas cerdas de L. obliqua. Com 
perspectivas para promover a otimização da expressão e purificação na 
forma recombinante, para promover também sua caracterização bioquímica e 
biológica.   
 
 Através de fluorimetria avaliou-se a atividade enzimática das toxinas 
recombinantes, constatou-se que elas apresentam diferentes atividades 
enzimáticas sobre esfingomielina e lisofosfatidilcolina, assim como sobre a 
membrana dos eritrócitos e extrato da membrana eritrocitária. Observou-se 
também que as fosfolipases-D recombinantes apresentam maior atividade 
enzimática sobre a esfingomielina. 
 
 Observou-se a atividade hemolítica direta das toxinas recombinantes sobre 
eritrócitos humanos, que é diretamente proporcional a atividade enzimática 
dessas enzimas, a concentração e tempo de exposição à fosfolipase-D; 
 
 Aparentemente os eritrócitos com maior porcentagem de esfingomielina na 
membrana plasmática, carneiro (50%), coelho (20%) e humano (18) são mais 
susceptíveis à ação da LiRecDT1, enquanto os eritrócitos de cavalo (14%) 
são muito menos susceptíveis à hemólise induzida pela toxina; 
 
 Através de técnicas de microscopia e citometria de fluxo visualizou-se 
alterações morfológicas e redução do tamanho dos eritrócitos humanos 
expostos à LiRecDT1. Corroborou-se a injúria celular e dano tóxico sobre 
essas células, pela observação da exposição de fosfatidilserina, através da 
anexina V, e pela reorganização dos lipid rafts, através da toxina da cólera, 
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ambas induzidas pela LiRecDT1. Este dado são fortes marcadores de 
citotoxicidade e morte celular; 
 
 Detectou-se a ligação ou interação das toxinas recombinantes sobre a 
membrana eritrocitária in vitro, utilizando a EGFP-LiRecDT1 que se 
confirmou através de imunofluorescência; 
 
 Investigou-se a dependência da atividade catalítica das Fosfolipase-D nos 
efeitos tóxicos, utilizando uma toxina recombinante mutada LiRecDT1 H12A, 
com redução drástica na atividade catalítica. Através disso, pode-se 
constatar ausência de efeitos tóxicos após a incubação com doses 5 vezes 
maior da H12A, porém a capacidade de reconhecimento e ligação sobre a 
membrana foi preservada; 
 
 Investigaram-se os possíveis mecanismos moleculares envolvidos na 
atividade hemolítica dessas toxinas recombinantes. Observou-se que existe a 
participação do íon magnésio presente no sítio ativo da toxina, na atividade 
enzimática e hemolítica. Mostrou-se que os metabólitos gerados pela 
degradação da esfingomielina e lisofosfatidilcolina, desencadeiam hemólise. 
Detectou-se através de técnicas de fluorescência, utilizando o Fluo4-AM, a 
indução do influxo de Cálcio nos eritrócitos humanos após a incubação com a 
LiRecDT1. Observou-se também que a entrada ce cálcio ocorria através dos 
canais de cálcio do Tipo-L, sensíveis à nifedipida e ao verapamil. Confirmou-
se a participação dos metabólitos lipídicos gerados pela LIRecDT1 pela 
alterações dos receptores “GPCRs”. Observou-se a ativação de cascatas 
intracelulares, através de enzimas endógenas como a PLA2, COX, PLC e 
fosfatase lipídica que promovem a formação de moléculas efetoras que 
promoveram a morte e ruptura dos eritrócitos. 
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ANEXO 1: Sequência nucleotídica do cDNA clonado da toxina dermonecrótica 
(LiRecDT1 selvagem) de Loxosceles intermedia e a dedução da 
seqüência de aminoácidos (Chaim et al., 2006). O circulo indica o local 
de substituição do aminoácido Histidina por Alanina. O que acarreta na 
redução drástica da atividade esfingomielinásica in vitro. 
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ANEXO 2: DEMAIS ARTIGOS PUBLICADOS DURANTE O DOUTORADO 
 
ANEXO 2.1 Structure of a novel class II phospholipase D: Catalytic cleft is 
modified by a disulphide bridge. 
 
Biochem Biophys Res Commun. 2011 Jun 17;409(4):622-7. Epub 2011 May 17. 
 
de Giuseppe PO, Ullah A, Silva DT, Gremski LH, Wille AC, Chaves Moreira D, 
Ribeiro AS, Chaim OM, Murakami MT, Veiga SS, Arni RK. 
 
Laboratório Nacional de Biociências (LNBio), Centro Nacional de Pesquisa em 
Energia e Materiais, Campinas, 13083-970 SP, Brazil. 
 
Phospholipases D (PLDs) are principally responsible for the local and 
systemic effects of Loxosceles envenomation including dermonecrosis and 
hemolysis. Despite their clinical relevance in loxoscelism, to date, only the SMase I 
from Loxosceles laeta, a class I member, has been structurally characterized. The 
crystal structure of a class II member from Loxosceles intermedia venom has been 
determined at 1.7Å resolution. Structural comparison to the class I member showed 
that the presence of an additional disulphide bridge which links the catalytic loop to 
the flexible loop significantly changes the volume and shape of the catalytic cleft. An 
examination of the crystal structures of PLD homologues in the presence of low 
molecular weight compounds at their active sites suggests the existence of a ligand-
dependent rotamer conformation of the highly conserved residue Trp230 (equivalent 
to Trp192 in the glycerophosphodiester phosphodiesterase from Thermus 
thermophofilus, PDB code: 1VD6) indicating its role in substrate binding in both 
enzymes. Sequence and structural analyses suggest that the reduced 
sphingomyelinase activity observed in some class IIb PLDs is probably due to point 
mutations which lead to a different substrate preference. 
 
 
 
 
 
 
 
201 
 
 
ANEXO 2.2 Crystallization and preliminary X-ray diffraction analysis of a class 
II phospholipase D from Loxosceles intermedia venom. 
 
Acta Crystallogr Sect F Struct Biol Cryst Commun. 2011 Feb 1;67(Pt 2):234-6 Epub 
2011 Jan 22. 
 
Ullah A, de Giuseppe PO, Murakami MT, Trevisan-Silva D, Wille AC, Chaves 
Moreira D, Gremski LH, da Silveira RB, Sennf-Ribeiro A, Chaim OM, Veiga SS, 
Arni RK. 
 
Centro Multiusuário de Inovação Biomolecular, Departamento de Física, 
Universidade Estadual Paulista (UNESP), São José do Rio Preto-SP, Brazil. 
 
Phospholipases D are the major dermonecrotic component of Loxosceles 
venom and catalyze the hydrolysis of phospholipids, resulting in the formation of lipid 
mediators such as ceramide-1-phosphate and lysophosphatidic acid which can 
induce pathological and biological responses. Phospholipases D can be classified 
into two classes depending on their catalytic efficiency and the presence of an 
additional disulfide bridge. In this work, both wild-type and H12A-mutant forms of the 
class II phospholipase D from L. intermedia venom were crystallized. Wild-type and 
H12A-mutant crystals were grown under very similar conditions using PEG 200 as a 
precipitant and belonged to space group P12(1)1, with unit-cell parameters a = 50.1, 
b = 49.5, c = 56.5 Å, β = 105.9°. Wild-type and H12A-mutant crystals diffr acted to 
maximum resolutions of 1.95 and 1.60 Å, respectively. 
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ANEXO 2.3 Brown Spider (Loxosceles genus) Venom Toxins: Tools for 
Biological Purposes  
 
 Toxins 2011, 3, 309-344; doi:10.3390/toxins3030309 (Published: 22 March 2011) 
 
Olga Meiri Chaim, Dilza Trevisan-Silva, Daniele Chaves-Moreira, Ana Carolina 
M. Wille, Valéria Pereira Ferrer, Fernando Hitomi Matsubara, Oldemir Carlos 
Mangili, Rafael Bertoni da Silveira, Luiza Helena Gremski, Waldemiro Gremski, 
Andrea Senff-Ribeiro and Silvio Sanches Veiga. 
 
Department of Cell Biology, Federal University of Paraná, CEP 81531-980 Curitiba, 
Paraná, Brazil. 
 
Venomous animals use their venoms as tools for defense or predation. 
These venoms are complex mixtures, mainly enriched of proteic toxins or peptides 
with several, and different, biological activities. In general, spider venom is rich in 
biologically active molecules that are useful in experimental protocols for 
pharmacology, biochemistry, cell biology and immunology, as well as putative tools 
for biotechnology and industries. Spider venoms have recently garnered much 
attention from several research groups worldwide. Brown spider (Loxosceles genus) 
venom is enriched in low molecular mass proteins (5–40 kDa). Although their venom 
is produced in minute volumes (a few microliters), and contain only tens of 
micrograms of protein, the use of techniques based on molecular biology and 
proteomic analysis has afforded rational projects in the area and permitted the 
discovery and identification of a great number of novel toxins. The brown spider 
phospholipase-D family is undoubtedly the most investigated and characterized, 
although other important toxins, such as low molecular mass insecticidal peptides, 
metalloproteases and hyaluronidases have also been identified and featured in 
literature. The molecular pathways of the action of these toxins have been reported 
and brought new insights in the field of biotechnology. Herein, we shall see how 
recent reports describing discoveries in the area of brown spider venom have 
expanded biotechnological uses of molecules identified in these venoms, with special 
emphasis on the construction of a cDNA library for venom glands, transcriptome 
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analysis, proteomic projects, recombinant expression of different proteic toxins, and 
finally structural descriptions based on crystallography of toxins. 
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Envenomation by brown spiders (Loxosceles spp.) leads to a
strong local dermonecrotic effect (cutaneous loxoscelism) and
systemic manifestations, whose symptoms include hematuria,
hemoglobinuria, jaundice and fever [1–3]. Although, the systemic
loxoscelism occurs in a minority of cases, it can be fatal, especially
in children [1–3].
Phospholipases D (PLD) are considered the main components
responsible for the local and systemic effects of Loxosceles venom
including dermonecrosis, renal toxicity and hemolysis [4–9].
Loxosceles PLDs (30–35 kDa), also referred to as dermonecrotic
toxins, were primarily designated as sphingomyelinases D (SMases
D) due to their ability to convert sphingomyelin to choline and
ceramide 1-phosphate (N-acylsphingosine1-phosphate) [4]. As
some Loxosceles PLDs have broad substrate speciﬁcity, being ablell rights reserved.
k.to hydrolyze not only sphingophospholipids but also lysoglycero-
phospholipids, they are now classiﬁed as phospholipases D [10–12].
PLDs can be grouped into two classes based on sequence, struc-
tural and biochemical data [13]. The class I, represented by PLD I
from Loxosceles laeta, is characterized by the presence of a single
disulphide bridge (Cys51–Cys57) and an extended hydrophobic
loop (variable loop). Class II comprises PLDs that contain an addi-
tional intra-chain disulphide bridge linking the ﬂexible loop and
the catalytic loop. Depending on their ability to hydrolyze sphingo-
myelin, they are further subdivided into classes IIa (more active)
and IIb (less active or inactive), respectively [13].
Despite the clinical importance of these enzymes in loxoscelism,
to date, only the PLD I fromL. laeta, a class Imember, had been struc-
turally characterized [14]. Based on its crystal structure, an acid–
base catalytic mechanism was proposed, where His12 and His47
play key roles and are supported by a network of hydrogen bonds
between Asp34, Asp52, Trp230, Asp233, and Asn252 [14]. However,
the vast majority of Loxosceles PLDs belongs to the class II, and none
of their three-dimensional structures have been determined. A rep-
resentative member of class II PLD is the dermonecrotic toxin iso-
form 1 from Loxosceles intermedia [11]. The recombinant protein
Table 1
Data collection and reﬁnement statistics.
Data collectiona
Temperature (K) 100
Radiation source W01B-MX2 (LNLS, Brazil)
Wavelength (ÅA
0
) 1.458
Detector MarMosaic 225
Space group P1211
Unit-cell parameters (ÅA
0
, ) a = 49.81, b = 49.30 and c = 56.30; b = 105.83
Resolution range (ÅA
0
) 24.65–1.72 (1.81–1.72)
Rmerge
b (%) 9.7 (46.8)
hI/r(I)i 8.1 (2.0)
Data completeness (%) 99.9 (99.9)
No. of measured reﬂections 102,021 (14,085)
No. of unique reﬂections 28,041 (4040)
Multiplicity 3.6 (3.5)
Structure reﬁnement statistics
Rfactor 17.2
Rfree 21.4
r.m.s.d. Bond distances (Å) 0.023
r.m.s.d. Bond angles () 1.930
Ramachandran outliers (%) 0
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necrotic and hemolytic activities, characteristics of the whole ve-
nom [10,11,15,16]. Moreover, LiRecDT1 is able to directly induce
renal injuries in mice and its nephrotoxic effects are dependent on
its catalytic activity [11]. It has also been demonstrated that LiR-
ecDT1 released choline from endothelial and kidney cell membrane
extracts and bound to various lipids, such as sphingomyelin, lyso-
phosphatidylcholine and cholesterol [12].
This work presents the ﬁrst crystal structure of a Loxosceles ve-
nom class II PLD, the dermonecrotic toxin isoform 1 from L. inter-
media. A comparison of the three-dimensional structures of class
I and II PLDs, indicates the effect of an additional disulﬁde bridge
which links the surface loops on the volume and shape of the cat-
alytic cleft. Sequence and structural analyses suggest that the re-
duced or absent sphingomyelinase activity of some class IIb PLDs
[15,17,18] is probably due to mutations of amino acid residues
affecting substrate afﬁnity or protein stability, since all catalyti-
cally-relevant residues are fully conserved. Moreover, the muta-
tions observed at the catalytic pocket of these proteins are the
same encountered in the active PLD 2 from L. laeta [19].Ramachandran favored (%) 99.3
Average B-factors (Å2) 17.74
a Values in parentheses are for the last resolution shell.
b Rmerge =
P
hkl
P
ijIiðhklÞ  hIðhklÞij=
P
hkl
P
iIiðhklÞ, where Ii(hkl) is the ith obser-
vation of reﬂection hkl and hI(hkl)i is the weighted average intensity for all obser-
vations I of reﬂection hkl.2. Materials and methods
2.1. Expression and puriﬁcation
Mature dermonecrotic toxin isoform 1 from L. intermedia (LiR-
ecDT1) was cloned into a pET-14b vector (Novagen, Madison,
USA) and expressed in Escherichia coli BL21(DE3)pLysS cells (Invit-
rogen) as described previously [20]. Expression was induced by the
addition of 0.05 mM IPTG (isopropyl b-D-thiogalactoside) during
3.5 h at 303 K after the cell culture had reached an OD550 of 0.5.
Cell suspension was disrupted by six 10 s-cycles of sonication.
Lysed material was centrifuged (20,000g, 20 min) and the superna-
tant was incubated with 1 ml Ni2+-NTA agarose beads for 1 h at
277 K. The suspensions were loaded onto a column and the packed
gel was washed with 50 mM sodium phosphate pH 8.0, 500 mM
NaCl, 20 mM imidazole. The recombinant protein was eluted with
10 ml of the above buffer which additionally contained 250 mM
imidazole and 1 ml fractions were collected and analyzed by
12.5% SDS–PAGE. Fractions were pooled and dialyzed against phos-
phate buffer saline (PBS).
2.2. Crystallization
The LiRecDT1 protein was crystallized by vapor diffusion in sit-
ting drops using a Cartesian HoneyBee 963 system (Genomic Solu-
tions) at 291 K as described in [20]. Optimal crystals were observed
in drops containing 2 ll of the protein solution (17 mg ml1) and
2 ll of the reservoir solution equilibrated over 1 ml of reservoir
solution (0.1 M Tris–HCl pH 7.5, 40% (v/v) PEG200).
2.3. Data collection and processing
LiRecDT1 crystals were directly ﬂash-cooled in a 100 K nitro-
gen-gas stream. X-ray diffraction data were collected on the
W01B-MX2 beamline at the Brazilian Synchrotron Light Laboratory
(Campinas, Brazil) as described in earlier [20]. The data were in-
dexed, integrated and scaled using the DENZO and SCALEPACK pro-
grams from the HKL-2000 package [21]. Data collection and
reﬁnement statistics are summarized in Table 1.
2.4. Structure solution and reﬁnement
The initial structural model of LiRecDT1 was determined by
molecular-replacement using the program MOLREP [22] and theatomic coordinates of PLD 1 from L. laeta as the template (PDB code
1XX1; [14]). Model reﬁnement was carried out alternating cycles
of REFMAC5 [23] with visual inspection of the electron density
maps and manual rebuilding with COOT [24]. A total of 278 resi-
dues were modeled, comprising LiRecDT1 residues from Gly2 to
Lys284, numbered according to the class I phospholipase D struc-
ture (PDB code 1XX1; [14]). Water molecules were added using
COOT [24] during the last reﬁnement cycles. One magnesium ion
(Mg2+), two ethylene glycol (EDO), four diethylene glycol (PEG)
and one triethylene glycol (PGE) were modeled based on the differ-
ence Fourier map of LiRecDT1. The ﬁnal model consists of one
monomer and was established after the convergence of Rfactor
and Rfree values to 17.2% and 21.4%, respectively. Analyses of
monomer–monomer interfaces using the PISA web server [25]
did not indicate any biologically relevant quaternary structure in
the crystal. Stereochemistry of the model was analyzed with Mol-
probity [26]. No outlier was observed in the Molprobity Ramachan-
dran plot and more than 99% of the residues are in its favored
region. Data collection and structure reﬁnement statistics are sum-
marized in Table 1. Figures were produced using the program Py-
mol [27].2.5. Molecular modeling and quality analysis
The atomic coordinates of LiRecDT1 (PDB code: 3RLH) was used
as the initial model to obtain three-dimensional models of LiR-
ecDT3 from L. intermedia (ABB71184.1) and Lb3 from L. boneti
(AAT66074.1), using the modeling option of the Swiss-Model ser-
ver [28]. For energy minimization, the ﬁnal models were submitted
under explicit solvent molecular dynamics (MD) simulations using
YASARA until the convergence of root mean square deviation
(r.m.s.d.) (Fig. S1). The overall and local quality analysis of the ﬁnal
model was assessed by ProSA-web [29] and Molprobity [26]. More
than 99% of the residues of both models are in the favored region of
the Ramachandran plot. ProSA-web analyses indicated that the re-
ferred models present Z-scores within the range typically observed
for native proteins of similar size.
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3.1. Overall structure
LiRecDT1 is a single domain protein which folds into a TIM (a/
b)8-barrel with the insertion of additional b-strands and a-helices
(Fig. 1). FastSCOP [30] analysis indicates that this class II PLD be-
longs to the phospholipase C (PLC) like phosphodiesterases super-
family, suggesting that PLDs share a common ancestor with PLC
like domains encountered in mammalian phospholipase C isozyme
D1 [30], bacterial phosphatidylinositol-speciﬁc phospholipase C
[31] and glycerophosphodiester phosphodiesterases [32].
The catalytic (blue), variable (green), ﬂexible (red) and other
short loops surround the active site cleft (Fig. 1). The catalytic loop,
which contains the catalytically important residue, His47, forms a
hairpin due to the presence of a disulphide bridge (Cys51–Cys57).
A network of hydrogen bonds ensures the correct relative orienta-
tion of the hairpin in relation to the core of the protein.3.2. Structural comparison between class I and II phospholipases D
LiRecDT1 superimposes on the class I PLD from L. laeta (SMase I)
(PDB code: 1XX1; [19]) with a r.m.s. deviation of 0.938 Å for 268
Ca atoms and a sequence identity of 61.6 %. The main conforma-
tional changes are observed at the ﬂexible and variable loops
(Fig. 1). LiRecDT1 possesses a disulﬁde bridge between Cys53 and
Cys201, which causes a large displacement of the ﬂexible loop to-
wards the catalytic loop (Fig. 1). This disulﬁde bridge is well con-
served in class II PLDs, but absent in class I PLD due to the
mutation C201F (Fig. 2).Fig. 1. Structural alignment between LiRecDT1 (class II) and PLD I from L. laeta
(class I). The LiRecDT1 residues involved in metal–ion binding and catalysis are
presented in atom colors (PDB code: 3RLH). The Mg2+ ion is shown as a green
sphere. The catalytic, ﬂexible, and variable loops are colored in blue, red, and green,
respectively. Dark and light colors refer to LiRecDT1 and L. laeta PLD, respectively.
The disulphide bridges are presented by orange sticks. (For interpretation of the
references to colour in this ﬁgure legend, the reader is referred to the web version of
this article.)Regarding the variable loop, a ﬁve-residue insertion (YLPSL),
which protrudes from the core structure of class I PLD, is absent
in the class II PLD (Figs. 1 and 2). Moreover, the three last residues
that compose the variable loop are not conserved between class I
and class II PLDs (Fig. 2). The mean B-factors for the main-chain
atoms of the variable loops are 26.39 Å2 and 15.86 Å2 for class I
(PDB code: 1XX1, chain A) and class II respectively, indicating that
the class I variable loop is signiﬁcantly more ﬂexible than that of
class II.
In the class II PLD, the ﬂexible loop is displaced towards the cat-
alytic loop and partially occludes an electronegative cleft that leads
to the active site in the class I PLD (Fig. 3). This results in a volu-
metric reduction of the cavity that forms the catalytic site of the
class II PLD. Based on SURFNET analysis [33], the volume and aver-
age depth of the cleft observed at the class I PLD catalytic face are
4339.4 Å3 and 15.2 Å, respectively. These values are considerably
larger than those estimated for the corresponding cavity at the
class II PLD (volume 1468.1 Å3, average depth 10.1 Å). Besides
the lack of the disulﬁde bridge connecting the catalytic and ﬂexible
loops, the protrusion of variable loop and the substitution N137G
also account for the enlargement of the cleft surrounding the cat-
alytic site of the class I PLD (Fig. 3).
A large electronegative patch, which includes the variable loop,
is observed surrounding the right side of the class II PLD catalytic
pocket. However, in the class I PLD, this patch is interrupted by
the longer variable loop that forms a protrusion with neutral po-
tential (Fig. 3). Interestingly, an electronegative cleft, hidden by
the neutral catalytic and ﬂexible loops in the class II PLD, is ex-
posed in the class I PLD, due to the absence of a disulﬁde bridge
connecting these loops. Thus, in the class I PLD the impairment
in the electronegative potential of a patch at the right side of the
catalytic pocket seems to be compensated by the exposure of an-
other electronegative patch on the left side.
Together, these differences observed in the topography and
electrostatic potential distribution of class I and II PLDs catalytic
faces suggest that these enzymes might have different ways to
guide the substrate into the catalytic pocket.
3.3. Active site
The Mg2+ binding site and the two catalytic histidine residues
(His12 and His47), which compose the active-site pocket are
strictly conserved in both classes of spider venom PLDs (Fig. 2).
Interestingly, at the active site of LiRecDT1, the difference Fourier
map contained residual density. However, neither substrates nor
products could account for this density. This residual density was
modeled as two PEG molecules with partial occupancy.
In the LiRecDT1 structure, the Mg2+ ion (B factor of 14.26 Å2 and
a mean Mg–O bond distance of 2.1 Å) is hexacoordinated by the
carboxyl oxygens of Glu32, Asp34, Asp91, one water molecule
and two PEG4 oxygens. The same geometric coordination is ob-
served for the Mg2+ ion in class I PLD structure bound to a sulfate
ion [13]. As pointed out earlier, Loxosceles PLDs and glycerophosph-
odiester phosphodiesterases (GDPDs) share a similar divalent me-
tal dependent catalytic mechanism and probably evolved from a
common ancestor [14]. In spite of their different speciﬁcities,
structural comparisons of the PLD and GDPD active sites suggest
that they share not only residues involved in metal binding and
catalysis but also in substrate binding such as Lys93 and Trp230
(Fig. 4A). Murakami et al. have suggested a role for Lys93 and
Trp230 in the orientation of the substrate in both spider and bac-
terial PLDs [14]. Structural analysis indicates that the Lys residue
might interact with the phosphate moiety of GDPDs substrates.
Moreover, since the mutation K121A greatly reduces the enzy-
matic activity of the Thermoanaerobacter tengcongensis GDPD, sug-
gesting that this Lys residue affects catalysis via electronic
Fig. 2. Multiple sequence alignment of class I and II PLDs. Li_1 (LiRecDT1, PDB code: 3RLH), Li_2 (LiRecDT2, ABB69098.1), Li_3 (LiRecDT3, ABB71184.1), Li_4 (LiRecDT4,
ABD91846.1), Li_5 (LiRecDT5, ABD91847.1) and Li_6 (LiRecDT6, ABO87656.1) are PLDs paralogs from L. intermedia. Ll_1 (AAM21154.1, PDB code: 1XX1) and Ll_2
(AAM21156.1) are isoforms from L. laeta, Lb_1 (AAT66073.1) and Lb_3 (AAT66074.1) are PLDs from L. boneti and Lr_1 (AAT66075.1) is a PLD from L. reclusa. The symbols ⁄ and
# indicate PLDs with reduced or abolished sphingomyelinase activity, respectively. Residues involved in metal–ion binding and catalysis are boxed in green and red, while
cysteines are boxed in yellow. Residues possibly involved in substrate binding and orientation are boxed in cyan. The numbers represent the class I PLD sequence. Stars
indicate amino acid substitutions occurred speciﬁcally in PLDs with reduced or abolished sphingomyelinase activity. Blue stars refer to buried residues near to the metal-
binding site and pink stars refer to surface-exposed residues. (For interpretation of the references to colour in this ﬁgure legend, the reader is referred to the web version of
this article.)
Fig. 3. Solvent accessible surface analyses of class I and II PLDs. (A) Electrostatic
surface of class I (left) and II (right) PLDs are colored by charge, from red (2 kV) to
blue (+2 kV). Electrostatic potential was calculated using PBEQ solver [38]. (B)
Representation of the largest cavities (cyan) in the respective class I and II PLD
structures. Models are oriented according to Fig. 1. Class I PLD = PDB code: 1XX1,
chain A. Class II PLD = PDB code: 3RLH. (For interpretation of the references to
colour in this ﬁgure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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ilar role might be attributed to the corresponding Lys residue in
spider PLDs.
Trp230, strategically located at the bottom of the active site,
adopts different rotamer conformations depending on the presence
of ligands (Fig. 4B and C). The equivalent in the GDPD from Thermus
thermophoﬁlus is Trp192 (PDB code: 1VD6). In the presence of PEG
(PDB code: 3RLH) or glycerol (PDB code: 1VD6) molecules,
Trp230(192) forms one of the walls of the active site pocket, free-
ing space for ligand binding. The presence of a sulfate ion in the ac-
tive site of class I PLD (PDB code: 1XX1) induces another
conformation of Trp230 by the formation of a hydrogen bond be-
tween the NE1 nitrogen of Trp230 and the sulfate O1 atom. Con-
trastingly, in the ligand free form of class I PLD (PDB code: 2F9R),
the Trp230 ring adopts a third conformation in which the torsion
angle v2 changes by 90 in relation to the Trp230 conformation
in presence of PEG or glycerol. These ﬁndings suggest that Trp230
motions might play a pivotal role in substrate binding in both Lox-
osceles venom PLDs and bacterial GDPDs.
3.4. Functional diversiﬁcation in spider venom PLDs
The spider venom PLDs encompass a gene family with multiple
orthologs and paralogs, which differ in catalytic efﬁciency, sub-
strate speciﬁcity or intensity of biological effects [7,10,11,15–
19,35,36]. A structure-based classiﬁcation segregates these en-
zymes into two major groups as mentioned in the introduction.
This classiﬁcation is in agreement with recent phylogenetic analy-
sis of a large set of Sicariid spider venom PLDs, which grouped
members of different classes into distinct branches belonging to
Fig. 4. The active site. Structural alignment among class I and II PLDs and a glycerophosphodiester phosphodiesterase (GDPD) from Thermus thermophilus. (A) Representation
of class II PLD (carbon atoms in yellow) and GDPD (carbon atoms in orange C) superposed structures highlighting the PEG molecule (carbon atoms in violet) from the class II
PLD structure. (B) Representation of class II PLD and class I PLD (carbon atoms in magenta) superposed structures showing the sulfate ion from the class I structure. (C)
Representation of class II PLD and the sulfate-free class I (cyan C atoms) superposed structures. Nitrogen, oxygen, sulfur and magnesium atoms are colored blue, red, wheat
and green, respectively. PDB codes: GDPD (1VD6:A), class I PLD (1XX1:D), sulfate free class I PLD (2F9R:B), class II PLD (3RLH). (For interpretation of the references to colour in
this ﬁgure legend, the reader is referred to the web version of this article.)
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whereas clade b includes class IIb PLDs [36].
In an attempt to understand the structural determinants for the
functional divergence of b clade members with reduced sphingo-
myelinase activity [15], we analyzed mutations exclusively ob-
served in these enzymes (Fig. 2). Three of these mutations (S30G,
T33L, F90M), are observed at the protein hydrophobic core and
prediction of protein stability by the PoPMuSiC program [37] sug-
gests that the substitutions S30G and F90M may have a destabiliz-
ing effect. The other substitutions are sparsely distributed on the
LiRecDT1 surface relatively far from the catalytic pocket. Consider-
ing the long aliphatic tail of sphingomyelin, changes in the charge
distribution and surface shape of the catalytic face induced by
some of these mutations may affect the protein–lipid interaction
and, consequently, their substrate afﬁnity.
This analysis of the active site pockets in the structures of the
class I, the class II and the modeled structure of Lb3 did not provide
a clear explanation for the reduced or absent sphingomyelinase
activity of LiRecDT3 and Lb3. These proteins conserve the Mg2+
binding site residues along with Lys93, Tyr228, Trp230 and the
two catalytic histidine residues (His12 and His47) (Fig. 2 and
Fig. S2). Moreover, the substitutions observed at their catalytic site
are the same encountered in the active Ll2 enzyme. This suggests
that LiRecDT3, LiRecDT5 and Lb3 may not be devoid of catalytic
activity but might possess afﬁnity to other substrates. This hypoth-
esis is supported by the fact that some spider venom PLDs demon-
strates broad substrate selectivity [13–15].
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Phospholipases D are the major dermonecrotic component of Loxosceles venom
and catalyze the hydrolysis of phospholipids, resulting in the formation of lipid
mediators such as ceramide-1-phosphate and lysophosphatidic acid which can
induce pathological and biological responses. Phospholipases D can be classiﬁed
into two classes depending on their catalytic efﬁciency and the presence of an
additional disulﬁde bridge. In this work, both wild-type and H12A-mutant forms
of the class II phospholipase D from L. intermedia venom were crystallized.
Wild-type and H12A-mutant crystals were grown under very similar conditions
using PEG 200 as a precipitant and belonged to space group P1211, with unit-cell
parameters a = 50.1, b= 49.5, c= 56.5 A˚, = 105.9. Wild-type and H12A-mutant
crystals diffracted to maximum resolutions of 1.95 and 1.60 A˚, respectively.
1. Introduction
Envenomation by members of the genus Loxosceles (brown spiders),
considered to be the most dangerous form of arachnidism, is a serious
public health problem in both North and South America (Santi
Ferrara et al., 2009). Loxosceles venom can cause local dermonecrosis
with gravitational spreading and systemic manifestations such as
thrombocytopaenia, haemolysis and acute renal failure that can lead
to death (Futrell, 1992; da Silva et al., 2004).
Several toxic proteins present in Loxosceles spp. venoms have been
identiﬁed and biochemically characterized (da Silva et al., 2004;
Gremski et al., 2010). Members of the phospholipase D family are
abundant in the venoms of several Loxosceles spp. and contribute
signiﬁcantly to the typical response after envenomation (Kalapo-
thakis et al., 2007; Senff-Ribeiro et al., 2008).
Phospholipases D (30–35 kDa), also referred to as dermonecrotic
toxins, catalyze the hydrolysis of sphingomyelin and (lyso) glycero-
phospholipids, resulting in the formation of bioactive mediators such
as ceramide-1-phosphate and lysophosphatidic acid which play a role
in several pathological and biological responses (Van Meeteren et al.,
2004; Moolenaar et al., 2004; Lee & Lynch, 2005). As proposed by
Murakami et al. (2006), spider-venom phospholipases D can be
classiﬁed into two classes. Members of class I possess a single disulﬁde
bridge and contain an extended hydrophobic loop, whereas class II
proteins contain an additional intra-chain disulﬁde bridge and display
decreased catalytic activity towards phospholipids. To date, only the
phospholipase D from L. laeta venom, a member of class I, has been
structurally characterized (Murakami et al., 2005), despite the clinical
importance of phospholipases D in loxoscelism. Based on its crystal
structure, an acid–base catalytic mechanism was proposed in which
His12 and His47 play key roles and are supported by a network of
hydrogen bonds between Asp34, Asp52, Trp230, Asp233 and Asn252
(Murakami et al., 2005).
The recombinant dermonecrotic toxin (LiRecDT1) obtained from
a cDNA library of the L. intermedia venom gland is able to directly
induce renal injuries in mice and the haemolysis of human erythro-
cytes in vitro, suggesting that this protein is directly involved in the
# 2011 International Union of Crystallography
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the nephrotoxicity and haematological disturbances evoked during
envenomation by Loxosceles spiders (Chaim et al., 2006; Chaves-
Moreira et al., 2009). Mutation of the catalytic residue His12 to Ala
abolishes both the nephrotoxic effect of LiRecDT1 in mice and
the haemolysis of human erythrocytes (Kusma et al., 2008; Chaves-
Moreira et al., 2009).
The present report describes the crystallization and preliminary
crystallographic analysis of recombinant wild-type (LiRecDT1) and
mutant (LiRecDT1 H12A) dermonecrotic toxin from L. intermedia
venom, which belongs to the class II phospholipases D. The structural
characterization of LiRecDT1 will be essential to shed light on the
structural determinants of the functional differentiation between
members of the class I and class II phospholipases D.
2. Materials and methods
2.1. Expression and purification
DNA corresponding to the wild-type (LiRecDT1) and mutated
(LiRecDT1 H12A) forms of the mature phospholipase D was cloned
into pET-14b vector (Novagen, Madison, USA) as described by
Chaim et al. (2006) and Kusma et al. (2008). Both recombinant con-
structs were expressed as fusion proteins with a 6His tag at the
N-terminus and a 13-amino-acid linker including a thrombin site
between the 6His tag and the mature protein. pET-14b/L. inter-
media cDNA constructs were transformed into One Shot Escherichia
coli BL21 (DE3) pLysS competent cells (Invitrogen) and plated on
LB agar plates containing 100 mg ml1 ampicillin and 34 mg ml1
chloramphenicol. A single colony was inoculated into 50 ml LB broth
(plus antibiotics) and allowed to grow overnight at 310 K. A 10 ml
portion of this overnight culture was grown in 1 l LB broth/ampicillin/
chloramphenicol at 310 K until the OD at 550 nm reached 0.5. IPTG
(isopropyl -d-1-thiogalactopyranoside) was added to a ﬁnal con-
centration of 0.05 mM and the culture was induced by incubation for
an additional 3.5 h at 303 K. Cells were harvested by centrifugation
(400g, 7 min) and the pellet was frozen at 253 K overnight.
The cell suspensions were thawed and were additionally disrupted
by six 10 s cycles of sonication at low intensity. The lysed materials
were centrifuged (20 000g, 20 min) and the supernatants were incu-
bated with 1 ml Ni2+–NTA agarose beads for 1 h at 277 K (with gentle
agitation). The suspensions were loaded onto a column and the
packed gel was exhaustively washed with 50 mM sodium phosphate
pH 8.0, 500 mM NaCl, 20 mM imidazole until the OD at 280 nm
reached 0.01. The recombinant proteins were eluted with 10 ml
elution buffer (50 mM sodium phosphate pH 8.0, 500 mM NaCl,
250 mM imidazole) and 1 ml fractions were collected and analyzed by
12.5% SDS–PAGE under reducing conditions (Fig. 1). The fractions
were pooled and dialyzed against phosphate-buffered saline (PBS).
Site-directed mutagenesis did not alter the correct folding of the
brown spider phospholipase D as assessed by circular-dichroism and
ﬂuorescence experiments (results not shown).
2.2. Crystallization
The wild-type and mutant proteins were initially crystallized by
vapour diffusion in sitting drops using a Cartesian HoneyBee 963
system (Genomic Solutions) at 291 K. For initial screening, 1 ml
protein solution at a concentration of 17 mg ml1 for the wild type
and of 9 mg ml1 for the H12A mutant was mixed with 1 ml screening
solution and equilibrated over a reservoir containing 100 ml of the
latter solution. Small crystals of wild-type LiRecDT1 were observed
in the condition 0.1M Tris–HCl pH 8, 35%(v/v) PEG 200, which was
reﬁned by varying the PEG 200 concentration versus the pH using the
hanging-drop method. The best wild-type LiRecDT1 crystals were
observed in drops consisting of 2 ml protein solution (17 mg ml1)
and 2 ml reservoir solution equilibrated over 1 ml reservoir solution
[0.1M Tris–HCl pH 7.5, 40%(v/v) PEG 200] (Fig. 2a). Crystals of the
H12A mutant were grown in a very similar condition consisting of
0.1M Tris–HCl pH 7.5 and 35%(v/v) PEG 200 (Fig. 2b).
2.3. X-ray diffraction analysis
LiRecDT1 and LiRecDT1 H12A crystals were directly ﬂash-
cooled in a 100 K nitrogen-gas stream. X-ray diffraction data were
collected on the W01B-MX2 beamline at the Brazilian Synchrotron
Light Laboratory (Campinas, Brazil). The LiRecDT1 crystal was
exposed for 60 s per 2 rotation in ’ with the crystal-to-detector
distance set to 100 mm. The LiRecDT1 H12A crystal was exposed for
20 s per 1 rotation in ’ with the crystal-to-detector set to 69 mm. A
total of 180 and 300 images were collected from the LiRecDT1 and
the LiRecDT1 H12A crystals, respectively. The data were indexed,
crystallization communications
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Figure 1
Silver-stained SDS–PAGE (12%) of puriﬁed samples of wild-type and H12A-
mutant dermonecrotic toxin from L. intermedia. Lane 1, molecular-weight markers
(kDa); lanes 2 and 4, puriﬁed LiRecDT1 (18 and 34 mg, respectively); lanes 3 and 5,
puriﬁed LiRecDT1 H12A (18 and 34 mg, respectively).
Figure 2
Microphotograph of crystals of (a) wild-type and (b) mutant dermonecrotic toxin from L. intermedia.
electronic reprint
integrated and scaled using the DENZO and SCALEPACK
programs from the HKL-2000 package (Otwinowski & Minor, 1997).
Data-processing statistics are summarized in Table 1.
3. Results and discussion
LiRecDT1 and LiRecDT1 H12A crystals diffracted to resolutions of
1.95 and 1.60 A˚, respectively. Although the mutant protein crystal
diffracted better than the native protein crystal, the H12A mutation
did not alter the crystal packing or the unit-cell symmetry and
parameters. The LiRecDT1 and LiRecDT1 H12A data sets were
indexed in the monoclinic crystal system. The presence of systematic
absences indicated that the crystals belonged to space group P1211.
Both crystals possessed highly similar unit-cell parameters (Table 1).
The Matthews coefﬁcient calculated for the LiRecDT1 crystal was
2.25 A˚3 Da1, corresponding to a solvent content of 45% (Matthews,
1968). Considering the molecular weight of 30 000 Da, one molecule
is present in the asymmetric unit of both crystals. Data-processing
statistics for both data sets are presented in Table 1.
The atomic coordinates of the phospholipase D from L. laeta
venom (PDB code 1xx1; Murakami et al., 2005), which displays a
sequence identity of 58% with LiRecDT1, were used to generate a
search model and molecular-replacement calculations were carried
out using the program MOLREP in the resolution range 15.0–3.0 A˚
(Vagin & Teplyakov, 2010). A solution was obtained for one molecule
in the asymmetric unit in space group P1211. Analysis of the packing
contacts and steric clashes clearly showed that this was the correct
solution. REFMAC5 (Murshudov et al., 1997) was used for rigid-body
reﬁnement of this solution in the resolution range 30.0–1.95 A˚
(excluding 5% of reﬂections for Rfree calculations), resulting in a
correlation coefﬁcient of 49.2, a score of 0.675 (the score of the next
highest peak was 0.338) and an R factor of 45.6% (Rfree = 49.1%).
Structure reﬁnement and analysis are currently in progress. Deter-
mination of the LiRecDT1 H12A crystal structure will be performed
using the ﬁnal model of wild-type LiRecDT1.
This work was supported by grants from Secretaria de Estado de
Cieˆncia, Tecnologia e Ensino Superior (SETI) do Parana´, Fundac¸a˜o
Arauca´ria-PR, TWAS, FAPESP, CNPq and CAPES-Brazil.
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Table 1
Data-collection statistics.
Values in parentheses are for the last resolution shell.
LiRecDT1 LiRecDT1 H12A
Data collection
Temperature (K) 100 100
Radiation source Brazilian Synchrotron
Light Laboratory
Brazilian Synchrotron
Light Laboratory
Beamline W01B-MX2 W01B-MX2
Wavelength (A˚) 1.458 1.458
Detector MAR Mosaic 225 mm MAR Mosaic 225 mm
Space group P1211 P1211
Unit-cell parameters (A˚, ) a = 50.08, b = 49.43,
c = 56.59,  = 105.88
a = 49.58, b = 49.46,
c = 56.40,  = 105.56
Resolution range (A˚) 30.0–2.0 (2.07–2.00) 30.0–1.60 (1.66–1.60)
Rmerge (%)† 12.1 (49.4) 7.3 (37.0)
hI/(I)i 9.3 (2.4) 19.5 (2.9)
Data completeness (%) 99.5 (98.1) 98.9 (92.4)
No. of unique reﬂections 18148 (1765) 34632 (3241)
Multiplicity 3.1 (2.7) 5.1 (3.3)
Data analysis
VM (A˚
3 Da1) 2.25 2.22
Solvent content (%) 45.25 44.63
Molecules per asymmetric unit 1 1
† Rmerge =
P
hkl
P
i jIiðhklÞ  hIðhklÞij=
P
hkl
P
i IiðhklÞ, where Ii(hkl) is the ith observa-
tion of reﬂection hkl and hI(hkl)i is the weighted average intensity for all observations I
of reﬂection hkl.
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Abstract: Venomous animals use their venoms as tools for defense or predation. These 
venoms are complex mixtures, mainly enriched of proteic toxins or peptides with several, 
and different, biological activities. In general, spider venom is rich in biologically active 
molecules that are useful in experimental protocols for pharmacology, biochemistry, cell 
biology and immunology, as well as putative tools for biotechnology and industries. Spider 
venoms have recently garnered much attention from several research groups worldwide. 
Brown spider (Loxosceles genus) venom is enriched in low molecular mass proteins  
(5–40 kDa). Although their venom is produced in minute volumes (a few microliters), and 
contain only tens of micrograms of protein, the use of techniques based on molecular 
biology and proteomic analysis has afforded rational projects in the area and permitted the 
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discovery and identification of a great number of novel toxins. The brown spider 
phospholipase-D family is undoubtedly the most investigated and characterized, although 
other important toxins, such as low molecular mass insecticidal peptides, metalloproteases 
and hyaluronidases have also been identified and featured in literature. The molecular 
pathways of the action of these toxins have been reported and brought new insights in the 
field of biotechnology. Herein, we shall see how recent reports describing discoveries in 
the area of brown spider venom have expanded biotechnological uses of molecules 
identified in these venoms, with special emphasis on the construction of a cDNA library for 
venom glands, transcriptome analysis, proteomic projects, recombinant expression of 
different proteic toxins, and finally structural descriptions based on crystallography of toxins. 
Keywords: Loxosceles; brown spider; venom; recombinant toxins; biotechnological 
applications 
 
1. The Spiders of Genus Loxosceles and Loxoscelism 
The spiders of the Loxosceles genus, commonly denoted as brown spiders, belong to the family 
Sicariidae, sub-order Labidognatha, order Araneida, class Arachnida, and phylo Arthropoda [1,2]. 
The Sicariidae family also comprises the spiders of Sicarius genus. Strong evidences show that the 
genera Loxosceles and Sicarius are old, having originated from a common sicariid ancestor and 
diversified on Western Gondwana, before the separation of the African and South American 
continents. Both sicariid genera are diverse in Africa and South/Central America. Loxosceles spiders 
are also distributed in North America and the West Indies, and have species described from 
Mediterranean Europe and China. Apparently African and South American Sicarius have a common 
ancestor and South African Loxosceles are derived from this group. New World Loxosceles also have a 
common ancestor and fossil data is consistent with the hypothesis of North America colonization by 
South American Loxosceles via a land bridge predating the modern Isthmus of Panama [3].  
The color of spiders of this genus ranges from a fawn to dark brown (Figure 1A). Loxosceles 
spiders have a violin-shaped pattern on the dorsal surface of their cephalothorax, vary in length from 
1 cm to 5 cm, including legs, and have six eyes arranged in non-touching pairs in a U-shaped pattern 
(Figure 1B). This positioning of eyes has been described as the best means of identifying these brown 
spiders [4–8]. The brown spiders are sedentary, non-aggressive, have nocturnal habits and prefer to 
inhabit dark areas. In human habitats, brown spiders are often found behind furniture, pictures and 
associated with clothes. 
Accidents involving Loxosceles genus spiders occur mainly in the warmest months of the year, 
predominantly during spring and summer [4,6]. The condition caused by brown spiders, categorized as 
Loxoscelism, is associated with a series of clinical symptoms including cutaneous lesions, which 
spread gravitationally from the spider bite. The lesions are characterized by necrotizing wounds that 
are dark blue-violet in color and become indurated, leading to the formation of scar tissue. Surrounding 
the lesion, there is also erythema and edema. At the systemic level (less frequent than the appearance 
of skin lesions), patients may experience fever, weakness, vomiting, pruritic reactions, renal failure, 
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and hematologic disturbances that may include thrombocytopenia, disseminated intravascular 
coagulation and hemolytic anemia [5,6,8,9]. 
Figure 1. Brown spider aspects. (A) Loxosceles intermedia adult specimens—female and 
male. (B) Violin-shaped pattern (arrow) on the dorsal surface of cephalothorax from 
Loxosceles intermedia adult spider, and its six eyes arranged in pairs as a semi-circle 
(arrowheads). (C) Venom harvesting by electric shock applied to the cephalothorax. Arrow 
points for a drop of Loxosceles intermedia venom. Briefly, venom is extracted using an 
electric shock of 15 V applied to the cephalothorax of the spider and the venom from the 
tips of the fang is collected and diluted in phosphate buffered saline (PBS) or dried and 
stored at -80º C until use. (D) Brown spider venom glands of Loxosceles intermedia 
observed by stereo dissecting microscope (40X). Venom can be harvested directly from 
venom glands: the removed glands are washed in PBS and the venom is obtained by gentle 
compression of the glands. 
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2. The Loxosceles Venoms 
Over recent years, Loxosceles genus spider venoms have been studied by several scientific research 
groups worldwide, and many different toxins have been identified in the venoms. The corresponding 
biological and biochemical properties of these toxins have been reported, yielding insights into the 
pathophysiology of envenomation [4,5,7]. The venom of Loxosceles spiders is a complex mixture of 
protein and peptide toxins with a molecular mass profile ranging from 1 to 40 kDa [5]. To date, several 
molecules in the Loxosceles spider crude venoms have been described, including alkaline phosphatase 
[5,10], 5‘-ribonucleotide phosphohydrolase [5], sulfated nucleosides [11], hyaluronidase [5,12–14], 
fosfolipases-D [5,15–17], metalloproteases, serine proteases [12,13,18–22] and insecticide toxins [23]. 
Table 1 contains a brief collection of main features from proteic toxins described in Loxosceles genus.  
Low molecular weight components, such as neurotoxic and non-neurotoxic peptides, polyamines 
and other components are poorly studied in Loxosceles venom. Using NMR-spectroscopy, Schroeder 
and colleagues (2008) showed that sulfated guanosine derivatives comprise the major small-mollecule 
components of the brown recluse spider. They detected cross-peaks corresponding to 2,5-disulfated 
guanosine and 2-sulfated guanosine. It appears that sulfated nucleosides occur in several spider 
superfamilies, such as Agelenoidea and Amaurobioidea. The physiological properties of the sulfated 
nucleosides remain largely unexplored [11]. 
Serine proteases were already described in Loxosceles venom as high molecular weight enzymes 
(85–95 kDa) with gelatinolytic activity activated by trypsin [19]. Proteome and transcriptome analyses 
of Loxosceles venom also described this family of proteases [24,25]. Serine proteases generally are 
among the best characterized venom enzymes affecting the hemostatic system. However, the exact role 
of serine proteases in envenomation still remains to be clarified. 
Recently, by using a cDNA library and transcriptome analysis, a novel expression profile has been 
elaborated for Loxosceles intermedia gland venom. This recently developed profile has allowed the 
identification of additional toxins as components of the venom, including insecticidal peptides similar 
to knottins (molecules that form an inhibitor cystin knot), astacin-like metalloproteases, venom 
allergen, a translationally controlled tumor protein family member (TCTP), serine protease inhibitors, 
and neurotoxins similar to Magi 3 [26,27]. Brown spider venoms display a broad diversity of toxin 
isoforms, including members of the phospholipase-D family and astacin-like toxins, even in the same 
sample [17,27–29]. Such features, which represent an adaptation to increase the survival of the spiders 
and the effectiveness of venoms, confer advantages to the spider predator. To confirm the existence of 
a new family of toxin isoforms, it is necessary to further characterize their biological properties. 
Recently, a spider toxin database called Arachnoserver which was manually curated [30], has 
cataloged 54 toxins from Sicariidae spiders family. It was elaborated, based on information gleaned 
through studies on complex venom mixtures, and has resulted in an exponential increase in the 
identification of peptide-toxins. King et al. [31] recommend a rational nomenclature for naming toxins 
from spiders and other venomous animals to avoid the continued use of ad hoc naming schemes that 
introduce confusion and make it difficult to compare toxins among species and establish  
evolutionary relationships. 
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Table 1. An overview of toxin families in Loxosceles genus. 
Toxins 
MW 
(kDa) 
Characteristics and actions described No. Seq * 
Phospholipases-D 
(SicTox family 
members, such as 
LiRecDTs)  
30–35 
Several isoforms with variant features such as: 
- Dermonecrosis [12,13,16,32–38] 
- Lipids hydrolysis [33,39–42] 
- Hemolysis [38,43–45] 
- In vitro platelet aggregation [34,36,37] 
- Infiltration of inflammatory cells [35–37,42] 
- Edema [34,38] 
- Renal disturbances [35,46] 
- Lethality [34,38,46,47] 
- In vitro cytotoxicity [35,42,46]  
- Cytokine activation [41,48–50] 
335 
Insecticidal peptides  5–8 
- LiTx family members [23,27] and Magi 3-related 
peptides [23,27,51] 
- LiTx: Lethal to S. frugiperda  
(flaccid paralysis) [23] 
- LiTx3: appears to act upon Na+ channels [23] 
8 
Metalloproteases 28–35  
- Astacin-like Metalloprotease (LALPs) [29,52] 
- Present in the venom of different species of 
Loxosceles  genus [12,13,27,51,53] 
- Activity upon gelatin, fibronectin, fibrinogen and 
entactin [18,52–54] 
4 
Hyaluronidases  41–43 
- Classified as endo-beta-N-acetyl-d-
hexosaminidases hydrolases [14] 
- Activity upon hyaluronic acid and chondroitin 
sulphate [13,14] 
- Present in the venom of different species of 
Loxosceles  genus[12–14,24,27,51,55] 
- 
Serine-proteases  85–95  
- Gelatinolytic activity [19] 
- Activated in vitro by trypsin [19] 
- Present in the venom of L. intermedia  
and L. laeta [27,51] 
- 
Serine/Cysteine 
protease inhibitors  
N.D. 
- Belongs to Serpin superfamily [27] 
- Identified in Loxosceles spp. transcriptomes and 
proteome [24,27,51] 
- May be related to coagulation processes, 
fibrinolysis and inflammation [51] 
- 
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Table 1. Cont. 
TCTP (translationally 
controlled tumour 
protein) 
~46  
- Identified in Loxosceles spp.  
transcriptomes [27,51] 
- Putative functions: Histamine releasing factor in 
extracellular environment; several intracellular 
roles such as embryonic development, cell 
proliferation, stabilization of microtubules [56] 
- 
Lectin-like N.D. 
- Putative features: carbohydrate-binding 
molecules; involved in extracellular matrix 
organization, endocytosis, complement  
activation, etc. [51] 
- 
Alkaline-phosphatase  N.D. 
- Degrades the synthetic substrate  
p-nitrophenyl phosphate[10] 
- 
ATPase  N.D - ATP hydrolysis [10] - 
N.D.: not determined. *Number of sequences deposited in PUBMED protein database. 
3. The Rational Use of Venom Toxins as Biotechnological Tools 
The idea of using venom toxins as tools for biological purposes is currently gaining acceptance 
worldwide, as researchers incorporate the use of novel technologies to overcome old obstacles such as 
low venom volumes. Technological advancement has led to better techniques for protein purification; 
different models for synthesis of recombinant toxins; structural views of molecular domains, binding 
sites or catalytic sites of molecules of interest; design of synthetic inhibitors or agonists; and finally, 
cellular and animal models for testing the products obtained. The use of toxins directly as a source of 
materials to produce medicines or similar products has been receiving much attention from the 
pharmaceutical industry and experts in the field of applied research. Examples of toxin-derived 
biomedicines derived from venoms of different animals are abundant. Venoms from snakes, perhaps 
the best studied example of biotechnological applications among animal venoms, with biologically 
active toxins in the cardiovascular system, central nervous system, membrane lipids and proteins, 
hemostatic system, and muscular system, have led to the discovering of several products used in the 
treatment of various diseases. These drugs include Captopril (blood pressure), Integrilin (acute 
coronary syndrome), Aggrastat (myocardial infarct and ischemia), Ancrod (stroke), Defibrase (acute 
cerebral infarction and angina pectoris), Hemocoagulase (hemorrhage), and Exanta (anti-coagulant). 
Toxin-derived products from snake venoms have also been used for diagnosis. This group of 
compounds includes Protac (protein C activator, diagnosis of hemostatic disorders), Reptilase 
(diagnosis of blood coagulation disorder) and Ecarin (diagnostic of hemostatic disorder) (for review, 
see [57,58]).  
Other toxin-derived medicines have been prepared from components of marine cone snail venoms, 
called conotoxins, which are potent ion channel modulators, and have facilitated the discovery of a 
novel analgesic agent named ziconide, used in the treatment of pain syndromes [59,60]. The honeybee 
venom toxin, called tertiapin (TPN), is an inhibitor of potassium channels, has generated TPNLQ, a 
variant and a potential novel model for the treatment of hypertension [61]. Exenatide (synthetic 
exendin-4) is a toxin-derived medicine from the venom of Gila monster lizard that stimulates the 
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production of insulin by pancreatic cells and has the potential to treat type 2 diabetes [62,63]. Scorpion 
venom toxins have been studied as well, and a large number of molecules with biological activities as 
pain-killers, agents that control the spread of cancer, and natural insecticides can be generated. 
Scorpion venom, such as kurtoxin and anuroctoxin, can target specific mammalian cell ion channels 
and their isolation has opened possibilities for drug design in the context of neurologic and 
autoimmune diseases [64,65]. Other scorpion venom toxins (beta-toxins) can selectively interact with 
insect voltage-gated sodium channels and can be used as toxin-based pesticides [66]. Sea anemone 
venom toxins have been reported as potential agents for the treatment of autoimmune diseases such as 
multiple sclerosis, rheumatoid arthritis and type I diabetes [67]. These toxins, such as Shk, a 35-residue 
polypeptide toxin that is a potassium channel blocker, have proven to be very useful sources of 
pharmacological tools. Furthemore, the molecule‘s analogs have been evaluated with regard to the 
development of new biopharmaceuticals for autoimmune disorders [68,69].  
With regard to spider venoms, researchers are involved in the study of insecticidal toxins, which can 
be used as tools in the elaboration of environmentally safe pesticides. Notably, the venom of the 
Australian funnel web spider has been analyzed, with emphasis on the toxin omega-atracotoxin 
(ALTX) HV1, a 37-residue peptide molecule. One model proposes the use of baculoviruses to express 
spider toxin to act as a pesticide [59,70]. Additionally, spider venom toxins can be used as models for 
the development of transgenic plants expressing insecticidal toxins. One example of this situation is 
the case of omega-ACTH-Hvt1 toxin from the venom of Hadronyche versuta, which protects the 
tobacco plant against insects. Another rational use of spider venom toxin as a model for design of 
therapeutic agents involves use of the toxin from Phoneutria nigriventer venom as a tool for the 
treatment of erectile dysfunction. The toxin Tx2–6 causes an improvement in the level of nitric oxide 
in penile tissue in rats [71,72]. Additionally, antibacterial peptides were identified in the venom of the 
Cupiennius salei spider. These peptides appear to act as channel-forming toxins within the bacteria 
wall. Analogous synthetic molecules would be expected to have great potential, especially in the age of 
multiple-antibiotic-resistant bacteria and related threats to human health [59,73].  
The biotechnological uses of Loxosceles spider venoms have received increased attention over 
recent years. Notably, a spider toxin-derived product (ARACHnase) was proposed for the diagnosis of 
lupus anticoagulant. Also, antisera produced with Loxosceles venom has been used as bioproducts for 
serum therapy after spider accidents (for more information, see [74]). Recently, several recombinant 
toxins from L. intermedia, L. laeta, L. boneti, L .gaucho, and L. reclusa have been described. These 
include members of the phospholipase-D family [32–37,39,43], members of metalloprotease/astacin 
family [29,52], a member of translationally controlled tumor protein family (TCTP), a hyaluronidase, a 
serine protease inhibitor, a venom allergen, an insecticide toxin, member of neurotoxin/Magi 3 family , 
and an insecticidal toxin [75]. Recombinant molecules will not only expand our knowledge of spider 
biology and the pathophysiology of Loxoscelism, but as we shall discuss in the next chapters, they will 
also provide additional molecules for biotechnological purposes [74]. 
4. Phospholipase-D 
Phospholipase-D is the most studied type of molecule present in the venom from Loxosceles 
species. In the general literature, these toxins are referred to as sphingomyelinase-D, due to their first 
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biochemical description as enzymes capable to hydrolyze sphingomyelin substrate. Based on the 
IUBMB recommendations, these molecules are biochemically classified as sphingomyelin 
phosphodiesterases D (E.C. 3.1.4.41) [5,6] Dermonecrotic toxin is a biological term widely applied by 
toxinologists to Loxosceles phospholipase-D, due to the hallmark of brown spider bites, which trigger 
dermonecrosis in vivo. Kalapothakis et al. [17] have organized dermonecrotic toxins of L. intermedia 
into a protein family, denoted LoxTox, by using cDNA coding sequences of several 
dermonecrotic/sphingomyelinase proteins from Loxosceles intermedia. The authors present at least six 
distinct groups (LoxTox 1 to 6) based on similarities among the molecules. At the present moment, 
Arachnoserver [30] includes 49 toxins from the Loxosceles genus with biological activity patterns 
characterized by dermonecrosis; these toxins were denoted as brown spider phospholipase-D proteins 
or partial sequences following the phylogenetic analyses of sicariid SMases by Bindford et al. [1].  
The Loxosceles and Sicarius genera uniquely share the dermonecrotic venom toxin phospholipase D 
within the Haplogyne lineage. The most prospective evolutionary scenario for the origin of this 
enzyme is a single origin in the most recent ancestor of the Sicariidae family [76]. Phospholipases-D 
vary in molecular mass between species of North American Loxosceles (31–32 kDa), Old World 
species (32–33.5 kDa) and South American Loxosceles (32–35 kDa) [76]. Sphingomyelinase-D 
activity can be detected in all (36) Loxosceles and Sicarius species already tested. Binford and 
colleagues (2008) proposed to call this specific gene family SicTox towards a rational nomenclature. 
Based on Bayesian analyses they also resolved two clades of SMD genes, labeled α and β. Sequences 
in the α clade are exclusively from New World Loxosceles and Loxosceles rufescens and include 
published genes for which expression products have SMase D and dermonecrotic activity. The β clade 
includes paralogs from New World Loxosceles that have no, or reduced, SMase D and no 
dermonecrotic activity and also paralogs from Sicarius. In the context of structural position and 
proposed active sites [40], α and β clades differ only in conservation of key residues surrounding the 
apparent substrate binding pocket [3].  
The pathological mechanisms of brown spider phospholipase-D have been continuously 
investigated, Van Meeteran [48] and Lee and Lynch [41] observed that recombinant Loxosceles 
SMaseD isoforms are able to hydrolyze lysophospholipids, generating bioactive lipid mediators such 
as lysophosphatidic acid (LPA). These researches extended the boundary of knowledge, which had 
depended upon sphingomyelin as a well-known substrate molecule. Furthermore, Lee and Lynch [41] 
also postulate that the term phospholipase-D (PLD) would more effectively represent the broad range 
of hydrolysable phospholipids than previously supposed to be applied for dermonecrotic toxins from 
Loxosceles genus [48]. Nomenclature of these toxins should be updated to account for the recent 
accumulation of knowledge regarding the biological and biochemical properties of these compounds. 
The great interest of toxinologists in PLD proteins, to the neglect of other toxins present in the 
venom (most of them also enzymes or bioactive peptides), is due to the ability of these proteins to 
reproduce many effects of necrotic arachnidism or Loxoscelism. The PLDs from the Loxosceles genus 
are described as being responsible for several biological properties ascribed to whole venom, including 
the following: dermonecrosis, massive inflammatory response with neutrophil infiltration and 
complement activation, platelet aggregation, immunogenicity, edema and increased blood vessel wall 
permeability, hemolysis, renal failure, toxicity for several cultured cell types, and animal  
lethality [4,38,74,77].  
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Clinical investigations by Futrell [5] indicated that a dermonecrotic factor was responsible for 
histopathological observations resembling those of the cutaneous Arthus reaction, as observed in 
victims of accidents with brown spiders. Futrell [5] also reported the native toxin from L. reclusa  
(32 kDa) was an enzyme that hydrolyzes sphingomyelin and releases choline and N-acylsphingosine 
phosphate (or ceramide 1-phosphate). Various isoforms of phospholipase D were already reported for 
different species. Using SDS-PAGE analysis and chromatography methods, a range of molecular mass 
between 30–35 kDa was determined for PLD toxins that have hemolytic, necrotic and platelet 
aggregation activity, from L. reclusa, L. rufescens, L. gaucho, L. laeta and L. intermedia venoms 
[5,15,16,44,47,78,79]. Advances in proteomic studies have facilitated the description of many more 
PLD-related proteins in whole venom. Luciano et al. [80] performed two-dimensional electrophoresis 
and observed enriched levels of a 30-kDa molecule as well as cationic properties in L. intermedia 
whole venom, indicating the presence of several PLD-related protein spots. Furthermore, proteomic 
analysis of L. gaucho whole venom led to the identification of at least eleven PLD proteins  
(30–32 kDa ‗loxnecrogin‘ isoforms) by Edman chemical sequencing and capillary liquid 
chromatography-mass spectrometry [25]. In summary, PLDs are dermonecrotic toxins that comprise a 
family of toxins with different related isoforms that have biological, amino acid and immunological 
similarities and which are found in diverse Loxosceles species [4,27,38,74]. This variation in 
phospholipase-D molecules may be due to post-translational modification and the expression of 
paralogous genes, since recent data demonstrate that gene duplications are frequent and that PLD 
genes lie in a region with high recombination within the genome [3]. 
Nowadays, heterologous systems based on cDNA sequences encoding mRNA transcripts from the 
brown spiders are a very useful tool for the production of recombinant PLD proteins (mainly in 
prokaryotic models). Using extracts of the venom gland, which is the tissue that is specialized for the 
production and secretion of venom toxins, molecular biology techniques were optimized to obtain 
several sequences as template for the identification, characterization and recombinant expression of 
PLD proteins [74].  
At present, a new generation of molecules developed through cloning techniques still remains under 
investigation by researchers aiming to determine molecular and cell mechanisms of PLDs by 
biological approaches. L. intermedia LiD1 recombinant protein (31.4 kDa) is a sphingomyelinase D 
family molecule without dermonecrotic activity but with antigenic activity [32]. L. laeta recombinant 
protein (33 kDa) is a sphingomyelinase isoform able to degrade sphingomyelin [43]. L. laeta 
recombinant phospholipase-D generates lysophosphatidic acid and induces lysis of red blood cells 
[41]. Keratinocyte apoptosis was induced by recombinant PLD (SMaseD P2) from L. intermedia [81]. 
Global gene expression changes in fibroblast cells induced by PLD recombinant protein from  
L. recluse (SMD) are related to components of inflammatory response, such as human cytokines, genes 
involved in the glycosphingolipid metabolism pathway, and proteins known to impact transcriptional 
regulation [49]. Six isoforms of phospholipase-D were cloned from a cDNA library of L. intermedia 
gland venom and then expressed; they were shown to have similar toxic effects to those of native 
venom toxins [34–38]. L. intermedia recombinant protein (LiRecDT1, 34 kDa) displays dermonecrotic 
activity and was able to directly induce nephrotoxicity in mice and cultured tubular epithelial cells 
[42,46]. It could also induce non-complement-dependent hemolysis in vitro and inflammatory response 
using endothelial cell membrane as target [42,45]. Nephrotoxicity and hemolysis are both toxic effects 
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that depend directly on catalytic enzyme activity. In the same way, LiRecDT2 (ABB69098), 
LiRecDT3 (ABB71184), LiRecDT4 (ABD91846), LiRecDT5 (ABD91847), and LiRecDT6 
(ABO87656) were identified, cloned and characterized as PLD proteins with high similarity to each 
other based on sequence alignment; this similarity is due primarily to conserved amino acids at the 
catalytic site [34–37]. The results of this alignment corroborated with the crystal structure analysis of a 
dermonecrotic toxin [40] from L. laeta, which suggested there were conserved residues at the proposed 
catalytic site for SMase D. The recent transcriptome analysis of L. intermedia venom gland identified 
at least two clusters (annotated as PLD-related ESTs) as new possibilities for a novel PLD isoform in 
L. intermedia venom, adding a new group to the LoxTox family classification [17,27].  
The knowledge of structural, biochemical and biological properties of PLD toxins could be 
employed in design studies for the development of new drugs, biopharmaceuticals, diagnostic tests and 
other biotechnological and industrial applications. Immunoassays using brown spider PLDs as probes 
have been tested [50,82] because differential diagnosis of brown spider bites can often lead to 
misdiagnosis [83,84]. Moreover, therapeutic serum development and vaccination have been studied to 
ascertain the benefits of antivenom [85,86]. Synthetic peptides designed based on PLDs toxins with 
specific biological/protective effects have also been utilized [87,88]. Additionally, brown spider PLDs 
could be employed in the development of a vaccine derived from the phospholipase-D-mutated toxin 
from L. intermedia (substitution of the Histidine12 for Alanine in the catalytic site—LiRecDT1H12A) 
for the immunization of people living in regions that are endemic for accidents involving Loxosceles 
spiders. This method may be useful because enzyme activity of LiRecDT1H12A is dramatically 
decreased and has neither hemolytic activity nor nephrotoxicity [45,46]. Another possible application 
for PLD is as reagent of immunodiagnostic assays for identification and quantification of 
phospholipase-D in the sera of patients bitten by Loxosceles spider because diagnosis of Loxoscelism 
is very controversial and is commonly based on clinical signs and symptoms [89]. Brown spider 
venom may be detected in hair, wound aspirates, and skin biopsy for at least seven days after 
inoculation [90].  
PLD enzyme activity triggers the degradation of the cell membrane phospholipids, loss of 
membrane asymmetry, phosphatidylserine exposure and membrane reorganization [91–93]. 
Sphingomyelin degradation changes membrane properties, such as lipid raft organization and 
membrane fluidity, triggering intracellular pathways [94,95]. Phospholipid metabolites induce the 
release of prostaglandins, activate the complement cascade, stimulate platelet aggregation, and 
enhance neutrophil chemotaxis and inflammation. Brown spider PLD toxins could be used in lipid 
protocols for cell membrane studies related to biological effects of lipid metabolites, with emphasis on 
sphingolipid-derived bioactive molecules and their signaling pathways. The activity and expression of 
some phospholipases are increased in several human cancers, suggesting that these enzymes may have 
central roles in tumor development and progression [96,97]. This involvement raises the possibility of 
considering phospholipid metabolism as a potential target for the development of new antitumoral 
agents by using brown spider PLDs as a novel model for tumor cell studies.  
Further studies improving the understanding of PLD catalysis are relevant not only for 
comprehension of phospholipases mechanisms in basic sciences, but also for related pharmaceutical 
and biotechnological applications [98]. The catalytic activity of brown spider PLD plays a role in the 
pathological activity of this toxin and therefore cannot be dismissed as a rational target for new 
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strategies to treat Loxoscelism. Degradation of the phospholipid head-groups by brown spider PLDs 
changes membrane surface potential and affects the functional properties of some cation channels. 
Brown spider PLDs can offer an effective pharmacological way to activate voltage-gated channels that 
could be useful for ―channelopathy‖ studies [99]. Certainly, elucidation of the roles of PLDs in a 
variety of molecular and cell biology mechanisms might be the greatest value of brown spider PLDs as 
a biotechnological product, which depends on their continuous characterization with regard to the 
details of pathogenesis and biochemistry. 
5. Hyaluronidase 
Hyaluronidases are enzymes that mainly degrade hialuronic acid (HA), and which may have 
activity upon chondroitin, chondroitin sulfate (CS) and, to a limited extent, dermatan sulfate (DS) 
[14,100,101]. The hyaluronidases are a group of enzymes that are distributed widely throughout the 
animal kingdom. They were discovered through the observation that extracts of some tissues contained 
a ―spreading factor‖, which facilitated the diffusion of dyes and subcutaneous antiviral vaccines [102]. 
These enzymes are present in the venoms of multiple organisms, such as lizards, scorpions, spiders, 
bees, wasps, snakes and stingrays [103–105].  
Hyaluronidases in venoms have been described as ―spreading factors‖ due to their ability to degrade 
extracellular matrix components and to increase the diffusion of other toxins in tissues adjacent to the 
inoculation site [103]. Data from crystallography and X-ray diffraction suggested the evolutionary 
conservation of many poison hyaluronidases in a comparative study of several animal venoms 
[106,107]. Tan and Ponnudurai [108] reported that all venoms exhibit a wide range of hyaluronidase 
and protease activities. With regard to spider venoms, Kaiser [109] was the first to report 
hyaluronidase activity, from Brazilian Lycosa raptoral spiders, now known as Phoneutria nigriventer 
[110]. Shortly after that report, hyaluronidase activity was detected in the venom of European window 
spider L. tredecimguttatus and of the tarantula D. hentzi venom. This enzyme was isolated from the 
funnel web A. robustus and the tarantula E. californicum venom [111]. Spider venom hyaluronidases 
have been described more recently in Lycosa godeffroy, Lympona cylindrata/murina [110] and 
Cupiennius salei[112]. The Hipassa genus showed similar hyaluronidase activity to that of  
H. agelenoides, H. lycosina and H. partita species [110,113]. Moreover, venom obtained from Vitalius 
dubius, a spider found in southeastern Brazil, showed high levels of hyaluronidase activity [114]. With 
regard to necrotizing Australian spiders, hyaluronidase activity was demonstrated in Badumna insignis, 
Loxosceles rufescens, and Lampona cylindrata [12].  
In 1973, Wright et al. were the first to describe hyaluronidase activity in venom of the genus 
Loxosceles [55]. This work was performed with L. recluse venom, and the purified enzymes, which 
were estimated to have molecular weights of 33 and 63 kDa by SDS-PAGE [115], exhibited activity 
against HA and CS types A, B, and C. The authors also showed that rabbit anti-venom inhibited the 
spreading effect exhibited by whole venom in vivo and completely inhibited hyaluronidase activity 
in vitro [55]. Young and Pincus [12], analyzing L. recluse venom, described hyaluronidase activity for 
a protein determined to be 32.5 kDa by HA-substrate SDS-PAGE [12,115]. Barbaro et al. [13] studied 
venoms from five Loxosceles species of medical importance in the Americas (L. deserta, L. gaucho, 
L intermedia, L. laeta and L. recluse).  
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Hyaluronidase activity was detected in all species of Loxosceles spider venom tested by HA 
zymogram. All venom samples contained an enzyme with molecular weight of approximately 44 kDa, 
which was able to digest HA and which may contribute to the characteristic gravitational spread of the 
dermonecrotic lesion in patients suffering from the effects of these venoms [13,115]. da Silveira et al. 
[14] reported that zymography showed L. intermedia venom included hyaluronidase molecules of  
41 and 43 kDa molecular weight. The activity of these enzymes is pH-dependent, with optimal activity 
between 6 and 8, and was able to degrade HA in rabbit skin. Pedrosa et al. [51] studying L. laeta 
transcriptome found transcripts with similarity to Bos Taurus 'hyaluronidase' (gb|AAP55713.1): 
4 clones and 1 cluster (LLAE0048C), representing 0.13% of the total sequence. In addition, 
hyaluronidase represents only 0.1% of all total toxin-encoding transcripts in the venom gland of  
L. intermedia [27]. This result may explain the difficulty associated with purification this enzyme from 
Loxosceles venoms. To obtain the recombinant hyaluronidase from L. intermedia venom, through the 
use of appropriate molecular biology techniques, an isoform was cloned and showed to have a 
theoretical molecular mass of about 46.1 kDa [75].  
Hyaluronidase-mediated degradation of HA increases membrane permeability, reduces viscosity 
and renders tissues highly permeable to injected fluids. This degradation process is involved in 
bacterial pathogenesis, the spread of toxins and venoms, fertilization, and cancer progression [102]. 
Therefore, brown spider hyaluronidase could be used therapeutically in many fields, including 
orthopedics, surgery, ophthalmology, internal medicine, oncology, dermatology and gynecology [74]. 
There are several studies showing that hyaluronidases can be used to promote resorption of excess 
fluids, to increase the effectiveness of local anesthesia and to diminish tissue destruction by 
subcutaneous and intramuscular injection of fluids [100,102]. For example, hyaluronidase has been 
used to reduce the extent of tissue damage following extravasation of parental nutrition solution, 
electrolyte infusions, antibiotics, aminophyline, mannitol and chemotherapeutic agents, including 
Vinca alkaloids [116].  
Additionally, recombinant human hyaluronidase (rHuPH20) has been used in chronic pain 
management, to improve systemic absorption and bioavailability of drugs [117–120]. In the context of 
cancer therapy, testicular hyaluronidase (HAase) has been added to drug regimens to improve drug 
penetration. In limited clinical studies, HAase has been used to enhance the efficacy of vinblastin in 
the treatment of malignant melanoma and Kaposi‘s sarcoma, among other cancers [121]. Furthermore, 
when the level of HA decreases under conditions in which hyaluronidase activity increases, the 
moisture and tension of the skin are reduced, and histamine is released from mast cells [122]. 
Therefore, the identification and characterization of hyaluronidase inhibitors could be relevant to the 
development of contraceptives, as well as anti-tumor, anti-microbial, and anti-venom, anti-wrinkle, 
and anti-aging agents, and allergy and inflammation suppressors [14,122–124]. Therefore, Loxosceles 
recombinant hyaluronidases are associated with numerous potential applications [27,74,125,126]. 
6. Translationally Controlled Tumor Protein (TCTP) 
Loxosceles intermedia TCTP protein was identified during an L. intermedia venom gland 
transcriptome study [27], although another spider TCTP had already been described from the venom 
gland of Loxosceles laeta by transcriptome analysis [51]. Proteins of the TCTP superfamily were first 
Toxins 2011, 3                         
 
 
321 
identified in the late eighties by research groups studying translationally regulated genes. These 
proteins were named translationally controlled tumor proteins when the discovery of human cDNA 
was published [127]. This name was based on the protein‘s tumoral origin, a human mammary 
carcinoma, and on the observation that TCTP is regulated at the translational level. The translationally 
controlled tumor protein (TCTP), which was initially named P21, Q23 and P23 by three different 
groups and is also called HRF (histamine-releasing factor), represents a large family of proteins that 
are highly conserved and ubiquitous in eukaryotes [56,128].  
Sequence alignment studies of TCTP sequences revealed that nearly 50% of all amino acid residues 
are preserved. Among species from the same genus, TCTPs are completely conserved [56]. When the 
TCTP sequence found in the L. intermedia venom gland transcriptome was compared with the one 
described in the venom gland of L. laeta, 97% similarity was observed. L. intermedia TCTP also 
presented important similarities with the other arthropod TCTPs, such as Ixodes scapularis and 
Amblyomma americanum from mites [27]. The scientific community‘s understanding of TCTP‘s 
biological function is growing. The compound possesses a wide range of functions, and different 
biochemical roles are currently being established [56,129].  
Although TCTP participates in various biological functions, the primary physiological roles of this 
protein are still unknown [130]. TCTP is widely expressed in many tissues and cell types, and its 
protein levels are highly regulated in response to a wide range of extracellular signals and cellular 
conditions [56]. Interactions between TCTP and other cellular proteins have already been reported for 
tubulin [131], actin-F [132], the mammalian Plk [133], translation elongation factors eEF1A and 
eEF1Bbeta [134], Mcl-1 [135,136], TSAP6 [137], Na,K-ATPase [138], Bcl-XL [139] and Chrf [140]. 
Studies have already shown that TCTP is essential for embryonic development and cell proliferation in 
mice and Drosophila [141,142]. Moreover, the protein has calcium-binding activity and is capable of 
stabilizing microtubules, a property that may be related to a possible role of TCTP in cell cycle control, 
as it was also shown that TCTP interacts with a checkpoint protein (Chrf) [56,140].  
Loxosceles intermedia transcriptome analysis highlighted TCTP transcript as a toxin-coding 
messenger due to TCTP extracellular activities already described above [27]. TCTP was described as a 
protein that triggers histamine release in basophil leukocytes and was therefore called ‘histamine 
release factor‘ (HRF) [128]. Then, other studies reported that TCTP presents more general  
‗cytokine-like‘ activity, as it also induces the production of interleukins from basophils and eosinophils 
[143]. TCTP itself is induced by certain cytokines and acts as a growth factor for B-cells [144]. Studies 
demonstrate that TCTP triggers histamine release in basophile leukocytes by mechanisms that may be 
dependent on or independent of the presence of IgE. It is believed that a specific TCTP receptor may 
participate in the process, leading to mast cell activation [56]. Although TCTP protein was found in 
biological fluid of asthmatic or parasitized patients and in saliva from ticks, TCTP mRNAs do not code 
for a signal sequence and no precursor protein has been described [56,145]. TCTP secretion from cells 
proceeds via an endoplasmic reticulum/Golgi-independent or non-classical pathway, probably 
mediated by secreted vesicles called exosomes, which have been suggested as possible pathways for 
non-classical secretion [137,145]. In the case of the Loxosceles venom gland, TCTP is secreted via 
holocrine secretion [27]. TCTPs have been described in gland secretions of many arthropods, such as 
ixodid ticks and in the venom gland of the wolf spider [146–148].  
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L. intermedia TCTP is very similar to Dermacentor variabilis TCTP, which is expressed in diverse 
tissues from the tick, including its salivary gland. When this TCTP was cloned and expressed as a 
recombinant protein, it was able to release histamine from a basophilic cell line [27,146]. Based on 
these data, it is possible to suggest that L. intermedia TCTP may act as a histamine release factor. The 
presence of a component in L. intermedia venom related to the histaminergic activity of venom 
supports with this hypothesis [149]. Recently, some authors have called attention to the role of 
histamine and its receptors in the development of edema, involving increased vascular permeability 
and vasodilatation [150], which occurs in Loxoscelism. Histamine had been described as the principal 
pharmacological component in the venom of the wolf spider (Lycosa godeffroyi) [148,151]. Proteins of 
the TCTP family were described to be expressed in human parasites suggesting that could be related to 
the survival mechanisms of parasites in the host and to the onset of pathological processes [152–154]. 
The antimalarial drug artemisin [155], probably acts on Plasmodium TCTP, confirming its important 
function in the development of pathology [153,154].  
Recently, an increasing number of researchers have focused their attention on the cellular and 
extracellular activities of TCTP, as it has been implicated in the promotion of cell growth and 
tumorigenesis as well as in protection against apoptosis and other consequences of cell stress  
[56,156–158]. TCTP protein levels are upregulated in cancer cells and in human tumors [159–161]. 
Downregulation of TCTP has been implicated in biological models of tumor reversion [159,162], and 
the protein is the target of various anticancer drugs [159,163]. TCTP has been proposed as a potential 
cancer biomarker [160,164,165] and therapeutic target [166].  
TCTP has enormous biotechnological potential; this toxin presents a wide range of putative 
applications: from a biological tool at research laboratories to clinical oncology, as a biomarker and/or 
a model for drug design to cancer treatment. Drugs that cause inhibition of TCTP activity resulted in 
tumor growth inhibition both in vitro and in vivo [159]. TCTP and its biological tools (e.g., antibodies 
against TCTP) can also be used in experimental oncology to study tumor cell behavior and 
metabolism, as well as in the screening of anticancer drugs. Still in the field of cell proliferation, TCTP 
and its related biological tools could also be used to study cell cycle regulation and the microtubule 
cytoskeleton, as well as its role in cell physiology and organelle transport.  
Calcium metabolism and signaling are other issues that could be explored using TCTP and its 
derived biological tools. Antiapoptotic activities were also described for TCTP: this protein potentiates 
MCL1 and BCL-XL inhibits BAX [158]. These effects highlight TCTP as a candidate for apoptosis 
studies, as an apoptotic drug and as a model for anti-apoptotic reagents. Another possible application 
of this toxin could be its employment in allergic screening tests, due to TCTP‘s histaminergic activity. 
Inhibitors of TCTP are putative anti-histaminic drugs and other TCTP-derived biological tools could 
be useful at research laboratories that study histamine release, mast cell metabolism and activation, 
immediate hypersensitivity reactions and the allergy process in general. Protocols that involve 
proliferation of B cells represent other potential applications for TCTP. TCTP secretion to the 
extracellular milieu is mediated by a non-classical pathway involving exosomes [137]; therefore, it is a 
good reagent with which to study this type of cellular secretion. TCTP has a surprising number of 
different functions as described here, but how these different functions might be interrelated remains to 
be determined [167]. Therefore the putative applications suggested herein are just the first insights into 
the potential uses and applications of TCTP in the field of biotechnology. 
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7. Astacin-Like Metalloproteases 
Metalloproteases in Loxosceles venom were first characterized in L. intermedia venom. Feitosa et al. 
[18] described two metalloproteases, Loxolisin A (20–28 kDa, with fibronectinolytic and 
fibrinogenolytic activity) and Loxolisin B (32–35 kDa, with gelatinolytic activity). Zanetti et al. [168] 
purified a 30 kDa molecule with fibrinogenolytic activity from L. intermedia crude venom. 
Furthermore, da Silveira et al. [53] showed that venom gland extracts from brown spiders possess 
proteolytic activity, and this activity could be inhibited by bivalent chelators. This study proved that 
metalloproteases are components of L. intermedia and L. laeta venoms, and eliminated the possibility 
that electrostimulated venom could have been contaminated with digestive hydrolytic enzymes during 
extraction [53].  
Metalloproteases were also identified as components of different Loxosceles species venoms, such 
as L. rufescens, L. gaucho, L. laeta, L. deserta and L. reclusa [12,13,51,168]. Recently, a recombinant 
metalloprotease from the L. intermedia venom gland, named LALP (Loxosceles astacin-like 
metalloprotease), was characterized as an astacin-like enzyme. This functional characterization 
supported previous data describing metalloproteases in Loxosceles venom [52]. The identification of 
LALP in L. intermedia venom was the first report in the literature of the presence of an astacin family 
member as an animal venom constituent. Trevisan-Silva et al. [29] described two new astacin-like 
toxin isoforms from L. intermedia venom (LALP2 and LALP3) and found that metalloproteases in  
L. laeta and L. gaucho venoms are also members of the astacin family. This study described the 
presence of a gene family of astacin-like toxins in three Loxosceles species suggesting that these 
molecules will be found in all South America Loxosceles species [29]. Astacin-like proteases are the 
second most commonly expressed class of toxins in the L. intermedia venom gland, comprising 9% of 
all transcripts [27].  
The astacin family enzymes are zinc-dependent metalloproteases, which are considered as part of 
the metzincin superfamily [54,169]. Members from the astacin family are ubiquitous, existing more 
than 200 described astacins, which are found in some bacteria species and in all animal kingdoms 
[169–173]. Astacins are characterized by the zinc-binding motif (HEXXHXXGXXHEXXRXDR), 
which contains three histidine residues that are responsible for the complexation of zinc. Below the 
active site, all astacins have a methionine residue within a typical Met-turn (SXMXY), with a tyrosine 
residue that might be involved in substrate fixation [54,169,174–176]. This protease family was named 
after the identification of astacin from freshwater crayfish, Astacus astacus. Astacin is the prototypical 
digestive collagenolytic enzyme of the astacin family [177,178]. Astacin family members are reported 
to have a wide range of functions, playing roles in digestion, in peptide and matrix molecules 
processing, in the activation of growth factors and in the degradation of distinct  
proteins [169,174,175].  
We have little information about the biochemical and biological function of Loxosceles venom 
astacins because astacin members have distinct functions and the study of astacins from Loxosceles 
venoms is just beginning. Previous studies of Loxosceles metalloproteases have shown that they 
degrade some matrix proteins (fibronectin, fibrinogen, gelatin and entactin), but the mechanism 
involved in the noxious effect of the venom is until unclear [18,20,21,52]. It has been suggested that 
astacin toxins could be involved in gravitational spreading of dermonecrosis, in hemorrhagic 
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disturbances observed in accidents, imperfect platelet adhesion and increased vascular permeability, 
which can occur near bite sites after brown spider accidents [13,29,52]. Also, astacin proteases could 
act as a spreading factor for other venom toxins and could serve as important agents, in the processing 
of other venom toxins, by cleaving inactive proteins and generating active peptides that may be 
involved in Loxoscelism effects [29,52].  
Astacin-like proteases are biologically active enzymes that have potential applications in 
pharmaceutical studies and could be used as tools for research protocols [74]. The enzymatic activities 
of astacins upon different proteins highlight these molecules as useful tools in studies involving protein 
degradation, especially the degradation of extracellular matrix (ECM) components. Considering the 
physiological and pathological events related with ECM degradation, astacins can be used in protocols 
for medical and pharmaceutical research, such as ECM assembly and remodeling (including collagen 
processing and the healing process). Drug administration (as a co-adjuvant), cell membrane 
metabolism, embryogenesis, cellular differentiation (including stem cells), tumorigenesis and 
metastasis, enzymatic activation (latency and activation of zymogens), cell signaling based on 
proteolysis, inflammatory response and vascular permeability are other potential applications for  
these molecules.  
Astacins from L. intermedia could also be used as starting materials to design new drugs/molecules, 
as agonists and/or inhibitors. One possible therapeutic use of astacins from L. intermedia is the context 
of vascular diseases (acute myocardial infarction, acute ischemic stroke, thrombosed aortic aneurysms, 
pulmonary embolism, etc.) and as thrombolytic agents. At present, intravenously administered tissue 
plasminogen activator (IV-TPA) remains the only FDA-approved therapeutic agent for the treatment 
of ischemic stroke within three hours of symptom onset. Although intra-arterial delivery of the 
thrombolytic agent seems effective, various logistic constraints limit its routine use and, as yet, no lytic 
agent has received full regulatory approval for intra-arterial therapy [179]. Moreover, astacin inhibitors 
may be therapeutically useful in atherosclerosis prevention. Meprins, which are members of the astacin 
family, hydrolyze and inactivate several endogenous vasoactive peptides, some of which could alter 
various functions of cells in the arterial wall. Recent studies have shown that a meprin inhibitor 
suppresses the formation of atherosclerotic plaques [180]. The recombinant astacins could also be used 
as reagents for laboratorial tests to diagnose Loxoscelism, as well as anti-loxosceles serum production, 
in the treatment of envenomation. 
8. Insecticidal Peptides 
Spider venoms are functionally related to defense against predators and primarily used to paralyze 
and capture natural prey, especially insects [89,181–183]. To execute these functions, spiders 
developed an arsenal of insecticidal molecules in their venoms, resulting in a combinatorial peptide 
library of insecticidal peptides that has been improved over the course of evolution [184]. Such 
peptides consist of single-chain, low molecular weight molecules of 3–10 kDa, with a high number of 
cysteine residues that form intramolecular disulfide bridges [185,186]. Over the last decade, these 
peptides have been investigated extensively through identification, purification, characterization and 
cloning studies [23].  
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The insecticidal peptides act in the nervous system of prey or predator, causing paralysis or even 
death, by interacting with specific neuronal ion channels of the excitable membranes [183]. These 
peptides can be classified depending on their mode of action, such as effects on sodium (Na
+
), calcium 
(Ca
2+
), potassium (K
+
) and chloride (Cl
-
) ion channels [111,187]. Many of these peptides present a 
structural motif designated as an inhibitory cystine knot (ICK), and therefore these molecules are 
named knottins. The ICK motif is composed of a triple-stranded, anti-parallel β-sheet, stabilized by a 
cystine knot containing three disulphide bridges [188,189], which confer rigidity to the molecules in 
addition to a stabilization of their secondary structures and relative resistance to denaturation [190].  
Although there are a great number of insecticidal peptides characterized in several spider species, 
little is known about insecticidal molecules in Loxosceles spiders. By studying L. intermedia venom, 
de Castro et al. [23] first described and characterized three isoforms of insecticidal peptides named 
LiTx1, LiTx2 and LiTx3 which contain ICK motif and act on specific ion channels. The 
chromatographic fraction containing these peptides showed potent insecticidal activity against the 
agricultural pests Spodoptera species. LiTx1 (7.4 kDa) presents some sites to possible  
post-translational modifications, such as N-myristoylation, protein kinase C phosphorylation, 
amidation and casein kinase II phosphorylation. With regard to its specificity, the study was not able to 
determine whether LiTx1 interacts with Na
+
 or Ca
2+
 channels. LiTx2 (7.9 kDa) and may present  
N-myristoylation, protein kinase C phosphorylation and amidation sites. Its specificity to ion channels 
was not determined. LiTx3 peptide (5.6 kDa) has also sites for N-myristoylation and protein kinase C 
phosphorylation. Based on bioinformatic analyses, de Castro, et al. hypothesized that LiTx3 may 
interact with Na
+
 channels. In 2006, a new isoform, LiTx4, was identified (GenBank nº DQ388598.1).  
Transcriptome analysis of the L. intermedia venomous gland revealed ESTs with similarity to LiTx 
peptides described by de Castro et al. [23]. LiTx3 was the most abundant sequence in the L. intermedia 
transcriptome, comprising 32% of toxin-encoding messengers. LiTx2 had a representativeness of 11% 
in relation to the toxin-encoding transcripts. [27]. The transcriptome analysis of L. intermedia 
venomous gland additionally revealed the presence of another class of ion channel-binding peptides. 
These peptides present similarity to neurotoxin Magi 3, a peptide isolated by Corzo et al. [26] from the 
venom of the Macrothele gigas spider. Magi 3 peptide is able to paralyze insects, although the authors 
did not confirm whether Magi 3 is specific for insect sodium channels or also acts on calcium  
channels [191].  
The specificity of insecticidal peptides for ion channels provides an important tool to understand 
their dynamic activity. Ion channels are transmembrane proteins involved in the control of ion fluxes 
across the membrane, regulating membrane potential and ion balance. Their activity is also related to 
the coordination of diverse cellular functions such as excitation-contraction coupling, hormone and 
neurotransmitter secretion and gene expression. Thus, the comprehension of the interaction between 
peptide-ionic channels allows a more refined investigation of the physiological role of ion channels, as 
well as the determination of possible therapeutic applications [192].  
The ability to discriminate insect ion channels confers to insecticidal peptides with considerable 
potential in the development of an efficient bioinsecticide for the control of economically 
disadvantageous pests or insect vectors of new or re-emerging disease [182,193]. Recombinant 
baculovirus containing the gene encoding an insecticidal peptide has been studied and tested against 
many insect pests, such as Heliothis virescens (cotton bollworm), Laspeyresia pomonella 
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(codlingmoth) and Neodiprion sertifer (European sawfly) [183,194]. This biotechnological 
development could lead to alternative methods for chemical control, resulting in many benefits to the 
agricultural sector that will ultimately reduce economic losses. 
9. Serine Protease Inhibitors 
The control of proteases is normally achieved by the regulation of expression, secretion, activation 
of proenzymes and degradation. A second level of control is based on specific inhibition of activity. 
Despite microorganisms that produce non-proteinaceous compounds that block host proteases, the 
remaining all known natural protease inhibitors are proteins [195–197]. Among these natural protease 
inhibitors, the most extensively studied and described protein inhibitors of proteases are the group of 
serine protease inhibitors.  
Serine protease inhibitors can be classified into one of three different types, according to their 
structures and the mechanism of inhibition: the canonical inhibitors, the non-canonical inhibitors and 
the serpins. The largest group is the canonical inhibitors, which are small proteins (14 to ~200 amino 
acid residues) represented mainly by the Kazal, BPTI (bovine pancreatic trypsin inhibitor), potato I 
and STI (soybean trypsin inhibitor) families [198,199]. Non-canonical are usually found in  
blood-sucking organisms and are responsible for blocking the blood-clotting cascade [196]. Serpins 
(serine protease inhibitors) are large proteins (typically 350 to 500 amino acids in size), also widely 
distributed in nature, and are abundant in human plasma. Similar to the canonical inhibitors, serpins 
exhibit binding loops and interact with the target enzyme in a substrate-like manner. However, 
cleavage of the serpin loop by the protease leads to dramatic conformational changes in the global 
structure of the inhibitor [196,200,201].  
In brown spider venom, protease inhibitors were first reported in L. laeta [51]. The transcriptome 
analysis approach, which detected 0.6% of sequences with identity to intracellular coagulation 
inhibitor from Tachypleus tridentatus and sequences with identity to serine (or cysteine) proteinase 
inhibitors from Mus musculus, Aedes aegypti, Branchiostoma lanceolatum, Gallus gallus, and 
Boophilus microplus . Similar results were obtained for L. intermedia [27], in which one transcript 
presented significant similarity with a serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade I, member 1 from 
Mus musculus. In both cases (L. laeta and L. intermedia), the sequences analyzed were similar to 
serine proteinase inhibitors belonging to the Serpin superfamily.  
Playing roles as potential toxins, serine protease inhibitors have been intensively described in 
several snake venoms, especially for those of the Elapidae and Viperidae families [202]. In these 
venoms, the majority of inhibitors characterized belong to the canonical type, particularly the 
Kunitz/BPTI inhibitors of trypsin and chymotrypsin. The peptides were typically 6–7 kDa in size and 
were isolated from crude venoms and studied by different methods [203–210]. The identification of 
this type of molecule allowed future isolation and further characterization of putative protease 
inhibitors, suggesting the possibility of a biotechnological application. The best example for this 
purpose is Textilinin-1, which is a well-known 6.7 kDa Kunitz-type serine protease inhibitor from the 
venom of the snake Pseudonaja textilis which binds and blocks certain proteases, including plasmin 
and trypsin [211]. The ability to reversibly inhibit plasmin has raised the possibility of using this drug 
as an alternative to aprotinin (Trasylol
®
), as a systemic antibleeding agent in cardiac surgery. Like 
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aprotinin, Textilinin-1 (in equimolar concentrations) almost completely inhibits tissue 
plasminogenactivator-induced fibrinolysis of whole blood clots. In mouse bleeding models, Textilin-1 
shows shorter time of hemostasis compared to aprotinin and appears to be a more specific plasmin 
inhibitor than aprotinin [210–212]. 
Despite their presence in the majority of snake venoms, serine protease inhibitors have also been 
described and characterized in other organisms. Zhao et al. [213] isolated and characterized a 60 kDa 
serpin from skin secretions of Bufo andrewsi, which was denoted as Baserpin. This protein was able to 
irreversibly inhibit trypsin, chymotrypsin and elastase. Serine protease inhibitors are also present in 
spider venoms, particularly in the venom of tarantulas (Ornithoctonus huwena and Ornithoctonus 
hainana). The prototypic molecule in tarantula venom is HWTX-XI, 6.1 kDa peptide from 
Ornithoctonus huwena venom, which belongs to the Kunitz-type family of serine protease inhibitors. 
Just like Kunitz-type toxins in snake venoms, HWTX-XI is considered to be a bi-functional toxin 
because it is a strong trypsin inhibitor as well as a weak Kv1.1 potassium channel blocker [214]. 
Zhao et al. [213] isolated and characterized a 60 kDa serpin from skin secretions of Bufo andrewsi, 
which was denoted as Baserpin. This protein was able to irreversibly inhibit trypsin, chymotrypsin and 
elastase. The considerations above represent just a few insights concerning serine protease inhibitors 
uses and applications. The great importance of proteases in numerous different biological processes 
and the large number of protease inhibitors described suggest their strong biotechnological potential. 
10. Conclusion 
Research in brown spider venom toxins has increased over recent years, but the challenges and 
opportunities are enormous. To move the field forward, scientists must have access to the biodiversity 
of spiders within their countries. Different Loxosceles genus spider species are reported to inhabit 
every continent [5,6,8], and bureaucracy related to the capture of spiders should not be a hindrance to 
researchers on toxinology area. Official collaborations with groups based where brown spiders are 
endemic will facilitate access to their venom.  
Another difficulty in working with Loxosceles venoms is the fact that the volume of venom is 
minute (just microliters, containing a few micrograms of protein, as previously discussed). This makes 
work difficult for researchers that use crude venom in their experiments. To overcome this difficulty, 
works can collect venom from hundreds, or even, thousands, of spiders during specific periods of the 
year when there is an abundance of spiders and store the venom under appropriate conditions  
(i.e., lyophilized or in solutions at −80 °C) [18]. Alternatively, brown spiders could be captured from 
the wild and kept individually (because they kill one another) under laboratory conditions, using insect 
larvae as food and with periodic hydration via water-soaked cotton balls, with venom collected  
as necessary.  
Another technical solution for venom production is the standardization of long-term primary culture 
of secretory cells from the venom gland and the production of venom in vitro. The culture of secretory 
cells from different venomous animals has shown promising results, and represents a good system with 
which to obtain toxins without capturing animals from the wild and without the related ecological 
disturbances. To date, several groups have reported expertise on this topic, and have established 
protocols for the primary culture of secretory cells. Examples include those from the venom glands of 
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Crotalus durissus terrificus and Bothrops jararaca snakes [215,216], as well as those from the venom 
glands of the Phoneutria nigriventer spider [217]. Such protocols ensure that sufficient amounts of 
native toxins are produced and secreted for culture medium and used for technical purposes after 
purification. Unfortunately, for Loxosceles venom gland cells, there are no reports to date of successful 
primary cultures of secretory cells. This situation represents a rational challenge for the future 
regarding the acquisition of sufficient amounts of native molecules. Finally, the venom of Loxosceles 
species is commercially available, as is the case for L. deserta (Sigma, St. Louis, USA).  
The cDNA library construction of L. intermedia venom gland [35], transcriptome analysis [27,51] 
and the cloning and synthesis of several recombinant toxins [29,32–37,39,43,52] is helping to elucidate 
the biology of Loxosceles genus and opening possibilities for biotechnology applications. Recombinant 
toxins have been expressed in bacteria, simple organisms that are easy to manipulate and cheap to 
work with; unfortunately these do not generate co- and post-translational modifications such as 
disulphide bonds and protein glycosylations. Certain recombinant molecules are expressed in their 
unfolded form, have incorrected conformations, are water insoluble, and have no biological function.  
With regard to phospholipase-D family members, these recombinant toxins purified from bacteria 
have biological functions compatible with those described for native toxins. For native toxins, it was 
already very well demonstrated that inflammatory response with cytokines release is induced at the 
bite site, and lipid content might be relevant for tissue damage [218,219]. These recombinant toxins 
induce dermonecrosis, platelet aggregation, increased vessel permeability, deep inflammatory 
responses, and phospholipase-D activity [34–37]. On the other hand, a great number of brown spider 
venom recombinant toxins synthesized by bacteria are water-insoluble and have no biological function. 
To surpass this technical obstacle, insoluble toxins can be refolded by methods of protein refolding 
[220], but the final concentration of refolded toxins obtained is generally not enough for 
biotechnological uses.  
Alternatively, toxins can be synthesized using other expression models, such as the yeast  
Pichia pastoris [221], an organism that has subcellular organelles as endoplasmic reticulum and Golgi 
apparatus. This yeast is able to perform co- and post-translational modifications of proteins. For 
Loxosceles toxins, preliminary experiments are underway [75], but a frequent problem to be overcome 
is the hyperglycosylation of secreted proteins, which alters the biological functions of the toxins. 
Expression in systems of insect cells, such as Drosophila Schneider cells, is a possible alternative 
method [222] because it is a eukaryotic expression system, in which proteins undergo  
post-translational modifications.  
For Loxosceles toxins, again, experiments are just beginning and results are preliminary [75], but 
they can provide secreted toxins that are correctly folded and, in the near future, may be used as tools 
for biological evaluations. Baculovirus vector for protein expression in insect and mammalian system 
is also feasible [223], but we do not have information on Loxosceles molecules produced using this 
technique. Finally, the mammalian expression system is a rational alternative for expression of 
correctly folded recombinant proteins. Mammalian cells have the capacity for proper protein folding 
and assembly, as well as co- and post-translational modifications [224]. Currently, there are no data on 
Loxosceles venom toxins obtained using this system. However, because this model is a viable method 
for recombinant proteins of therapeutic use, scientists are expected to explore this system in the future.  
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The advancement of Loxosceles venom toxin research will also involve techniques from proteomic 
analysis. These techniques generally have high sensitivity and accuracy and normally use low venom 
concentration for analysis. To date, at least two works have been completed addressing this topic. By 
using proteomics methodologies, such as bi-dimensional electrophoresis, N-terminal amino acid 
sequencing and mass spectrometry, eleven isoforms for phospholipase-D toxin were identified in  
L. gaucho venom [25]. In addition, through mass spectrometry analysis using L. intermedia crude 
venom, 39 proteins were identified, and putative effects for envenomation were discussed [24]. The 
use of combinatorial data from proteomic and molecular biology techniques, such as mass 
spectrometry, transcriptome analysis and cDNA library constructions, will open possibilities for the 
discovery of novel toxins in complex venoms [225].  
Additionally, in the near future, the biotechnological use of Loxosceles toxins could provide 
information related to the tridimensional structure of identified toxins, through crystallography and  
X-ray diffraction and/or nuclear magnetic resonance for soluble toxins [59]. Findings in these areas 
will bring insight related to the molecular structure of toxins and will be very important for the 
discovery of catalytic sites, sites that interact with natural substrates or ligands, and from such data, 
synthetic ligands, analogs, or inhibitors could be designed for biotechnological purposes.  
Regarding Loxosceles spider venom toxins, a recombinant phospholipase-D from L. laeta was 
analyzed by crystallography and X-ray diffraction. The data collected allowed description of the amino 
acid residues involved in catalysis and metal ion coordination important for sphingomyelinase activity 
[226]. Experiments using other isoforms of phospholipase-D from L. intermedia venom (LiRecDT1, 
LiRecDT2, LiRecDT6, GFP-LiRecDT1, and LiRecDT1H12A, with a mutation on the catalytic site, 
[46]) are currently being conducted using crystallography and X-ray diffraction. Additionally, other 
Loxosceles recombinant toxins (enzymes and peptides) could be evaluated and represent potential 
biological tools in a wide range of fields. 
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